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1. INTRODUCCIÓN
1.1 Investigación en asparraginasas 
Las enzimas anotadas como asparraginasas (ASPG, EC 3.5.1.1) catalizan la 
hidrólisis del grupo amido de la asparragina liberando como productos 
aspartato y amonio. Algunas enzimas además tienen la capacidad de catalizar 
sustratos con modificaciones tales como glucosilaciones y dipéptidos de 
isoaspartilo pero el producto común de todas las reacciones es el aspartato. 
Lang (1904) detectó la enzima por primera vez en tejidos bovinos y en 1922 
Clementi confirmó la presencia de actividad asparraginasa en casi todos los 
tejidos de herbívoros y en hígado de omnívoros. Kidd (1953) descubrió que el 
suero de cobaya tiene una propiedad antineoplásica la cual más tarde fue 
atribuida a la actividad asparraginasa por Broome (1963). La EcAII de E. coli, 
una ASPG que es secretada por la bacteria, fue la primera asparraginasa usada 
clínicamente en un tratamiento contra la leucemia linfoblástica aguda (ALL) 
(Roberts, 1976). Asparragina es un aminoácido esencial para las células 
malignas porque carecen de actividad asparragina sintetasa (AS, EC 6.3.5.4) y 
por ende dependen de una aportación externa. La ASPG ayuda a eliminar la 
asparragina de la sangre y de tal manera privar a las células cancerígenas de 
esta molécula imprescindible para su crecimiento (Ho et al., 1970). En 
humanos se expresa una asparraginasa (hASNase3) que tiene una Km para 
asparragina de 3,4 mM (Cantor et al., 2009). La concentración de asparragina 
en el suero es aproximadamente 50 mM  (Nomme et al., 2012) y para que la 
terapia sea eficiente se necesita una enzima con mayor afinidad para el 
sustrato, en el orden de micromolar, como las ASPG que se encuentran en las 
bacterias. La terapia con las enzimas de origen bacteriano produce 
intolerancias y efectos secundarios no deseados en muchos pacientes con ALL, 
por lo cual la mayoría de la investigación sobre estas enzimas se centra en la 
búsqueda de otros organismos fuentes de ASPG como plantas y hongos y/o la 
mejora de sus características catalíticas. 
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Otra asparraginasa producida por las bacterias como la EcAI de E. coli es de 
localización citosólica y no presenta propiedades antineoplásicas debido a su 
baja afinidad para asparragina (Willis and Woolfolk, 1974). En 2000, Borek y 
Jaskolski publicaron la purificación de un tercer tipo de ASPG de células de E. 
coli denominada EcAIII que no está relacionada evolutivamente con las ASPG 
de tipo I y II bacterianas. Esta enzima pertenece a la familia de NTN hidrolasas 
y tiene alta similitud con la hASNase3 y las asparraginasas que se encuentran 
en las plantas. Las primeras plantas en las que se detectó actividad ASPG 
fueron leguminosas (Lees and Blakeney, 1970), y hasta hoy en día, la mayoría 
de asparraginasas de plantas estudiadas pertenecen a este grupo taxonómico. 
La tabla 1.1 contiene una lista con los principales trabajos que han sido 
publicados sobre las asparraginasas de plantas.  
Estudios realizados en los años 1970 – 1980 detectaron actividad 
asparraginasa en semillas, hojas jóvenes y nódulos en especies de la familia 
fabaceae. Sodek et al. (1980) fue el primero en purificar la enzima de 
diferentes especies y tejidos vegetales y observó la existencia de dos 
subgrupos dentro de las ASPG de plantas, dependiente o independiente del ion 
potasio para su actividad. El nivel de expresión de la isoforma dependiente de 
potasio es generalmente inferior al nivel de expresión de su parálogo y los 
transcritos de ambas formas se detectan sólo en determinados tejidos (Ivanov 
et al., 2012). Debido al bajo nivel de estas proteínas en tejidos vegetales, 
especialmente en el caso de la ASPG dependiente de potasio (Chang and 
Farnden, 1981), la mayoría de los trabajos publicados son de proteínas 
recombinantes expresadas en E. coli y tratan de especies leguminosas. En 
2006, Bruneau et al. confirmaron que Arabidopsis thaliana tiene dos 
asparraginasas que pertenecen a subfamilias de NTN hidrolasas 
evolutivamente distintas. Los autores que han caracterizado los dos subtipos 
de una misma especie detectaron una doble actividad 
asparraginasa/isoaspartilo dipeptidasa en las ASPG independientes de potasio 
mientras que el subtipo dependiente del ion sólo pudo hidrolizar asparragina 
(Bruneau et al., 2006; Credali et al., 2011). No obstante Gabriel et al. (2012) 
registraron también una doble actividad para la ASPG potasio dependiente de 
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A. thaliana. Los estudios de cristalización y la publicación de sus estructuras 
han arrojado más luz sobre los procesos de activación y catálisis de las ASPG 
de plantas. Sin embargo, las asparraginasas de especies gimnospermas 
apenas aparecen en las referencia bibliográficas, con la excepción de unos 
pocos trabajos (Cañas et al., 2007; Canales et al., 2010; Flores-Monterroso et 
al., 2013). En cualquier caso, no hay trabajos publicados en los que se realice 
una caracterización en detalle de la proteína de gimnospermas. 
 
1.2 Filogenia de las asparraginasas de plantas 
 
Las asparraginasas de plantas como miembros de la familia de NTN hidrolasas 
son estructuralmente diferentes a las ASPG bacterianas y con un origen 
evolutivo diferente (Michalska and Jaskólski, 2006). La figura 1.1 representa 
un árbol filogenético de las ASPG de plantas de varias especies cuyas 
secuencias están disponibles en las bases de datos e incluye la EcAIII de E. coli 
y la hASNase3 humana que pertenecen a la misma familia. En los genomas de 
briofitas existen varias secuencias codificantes para ASPG cuyas secuencias 
primarias tienen un porcentaje de identidad media de 83 % entre ellas y 57% 
con sus homólogas en plantas vasculares. Las bases de datos con EST de 
plantas terrestres primitivas tales como Ceratopteris richardii y las 
gimnospermas Ginkgo biloba y Cycas rumphii no contienen secuencias con una 
similitud significativa, probablemente debido al bajo nivel de expresión de las 
ASPG en general. Por otro lado, la secuenciación de los genomas de coníferas 
es tediosa debido a la gran cantidad de pseudogenes, secuencias repetitivas y 
elementos móviles diversificados (Mackay et al., 2012) y las secuencias 
genómicas disponibles para ASPG en estas especies resultan mayoritariamente 
incompletas.  
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Tabla 1.1 Principales trabajos publicados sobre asparraginasas de plantas. 
(?) no especifica si se trata del subtipo dependiente o independiente de potasio. 
 
Especie Enzima Referencia
Estudios in planta
Lupinus albus ASPG (?) Atkins et al ., 1975
Glycine max ASPG (?) Streeter, 1977
Pisum spp.
Lupinus spp
Vicia faba
Phaseolus multiflorus
Zea mays
Hordeum vulgare
Lupinus arboreus y angustifulius ASPG (ambos subtipos) Chang and Farnden, 1981
Pisum sativum ASPG (?) Ireland and Joy, 1983
Lupinus spp. ASPG (ambos subtipos) Lea et al ., 1984
Pisum sativum ASPG (K+ dependiente) Sieciechowicz et al ., 1985
Lupinus arboreus   ASPG (ambos subtipos) Lough et al ., 1992
Lupinus polyphyllus ASPG (K+ independiente)
Pisum sativum ASPG (K+ dependiente)
Lupinus angustifolius ASPG (?) Grant and Bevan, 1994
Pisum sativum ASPG (K+ dependiente) Chagas and Sodek, 2001
Vigna unguiculata ASPG (?) Ali, 2009
Withania somnifera ASPG (?) Oza et al ., 2009
Pisum sativum ASPG (K+ dependiente) Khalaf et al ., 2012
Expresión en células de  E. coli
Lupinus angustifolius ASPG (?) Dickson et al ., 1992
Arabidopsis thaliana ASPG (K+ independiente) Casado et al. , 1995
E. coli EcAIII
Arabidopsis thaliana ASPG (K+ independiente)
E. coli EcAIII
Lupinus luteus ASPG (K+ independiente)
Arabidopsis thaliana ASPG (ambos subtipos) Bruneau et al ., 2006
Pinus sylvestris ASPG (K+ dependiente) Cañas et al ., 2007
Glycine max ASPG (K+ dependiente) Cho et al ., 2007
Homo sapiens hASRGL1 Cantor et al ., 2009
Lotus japonicus ASPG (ambos subtipos) Credali et al. , 2011
Arabidopsis thaliana ASPG (ambos subtipos) Gabriel et al ., 2011
Withania somnifera ASPG (?) Oza et al ., 2011
Homo sapiens hASRGL1 / hASNase3 Karamitros and Konrad, 2014
Cristalización
Lupinus luteus ASPG (K+ independiente) Michalska et al ., 2006
E. coli EcAIII Michalska et al ., 2008
Homo sapiens hASRGL1 / hASNase3 Nomme et al ., 2012
Homo sapiens hASRGL1 / hASNase3 Su et al ., 2013
Phaseolus vulgaris ASPG (K+ dependiente) Bejger et al ., 2014
Homo sapiens hASRGL1 / hASNase3 Nomme et al ., 2014
Hejazi et al ., 2002
Borek et al. , 2004
ASPG (ambos subtipos) Sodek et al ., 1980
Sodek and Lea, 1993
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En el genoma de Picea abies por ejemplo hay un total de tres genes con una 
alta homología con las dos asparraginasas de Arabidopsis thaliana, pero 
ninguna secuencia se ha incluido en el análisis filogenético debido a la falta de 
alguna(s) parte(s) codificante(s). En el genoma de Pinus taeda sólo uno de un 
total de tres genes está completamente secuenciado y en el árbol filogenético 
se agrupa con una ASPG de Pinus sylvestris. En la figura 1.1 se aprecia 
claramente la separación de los dos subgrupos de asparraginasas dependientes 
e independientes de potasio. Todas las angiospermas tienen, al menos, una 
enzima de cada subtipo y la poliploidía debido a eventos de duplicación 
genómica se refleja en un mayor número de ASPG para ciertas especies. La 
diferenciación de los dos subgrupos de ASPG de plantas, con una isoforma 
presentando un mecanismo de activación por potasio, probablemente conlleva 
una especialización de función y actividad como ya ha sido determinado 
experimentalmente (Sodek et al., 1980; Bruneau et al., 2006; Credali et al., 
2011; Gabriel et al., 2012). Debido a la falta de secuencias disponibles de 
plantas terrestres primitivas es difícil identificar el momento evolutivo de la 
separación entre los subgrupos. La poca información disponible sobre las ASPG 
en gimnospermas no deja claro si dentro de este grupo también existen los dos 
subtipos de enzimas. Dentro de las plantas leñosas la composición y estructura 
del sistema vascular de gimnospermas difiere de angiospermas y las 
asparraginasas podrían tener diferentes papeles entre las diferentes especies 
de plantas.  
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Figura 1.1 Árbol filogenético de asparraginasas de plantas. Se buscaron secuencias 
codificantes para ASPG de plantas en especies cuyo genoma ha sido secuenciado y las 
secuencias traducidas se alinearon mediante la aplicación T-Coffee (Notredame et al., 2000). Las 
ASPG EcAIII de E. coli y hASNase3 de H. sapiens se incluyeron como grupo externo. El árbol 
filogenético se elaboró con el programa MEGA versión 6 (Tamura et al., 2013) por el método 
UPGMA y representa el resultado de 1000 repeticiones. La leyenda muestra las especies 
incluidas y el número de ASPG que están representados en el árbol entre paréntesis. Las 
referencias correspondientes de entradas en los bancos de datos se encuentran en el 
suplemento 1.  
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1.3 Estructura y activación de las asparraginasas de plantas 
 
1.3.1 Características de las enzimas de la familia NTN hidrolasas 
 
Los primeros estudios cristalográficos de asparraginasas se llevaron a cabo 
sobre la asparraginasa bacteriana EcAII (Epp et al., 1971), pero la estructura 
completa no se publicó hasta 1993 por Swain et al. Una vez disponible el 
modelo de EcAII múltiples estructuras de ASPG bacterianas han sido 
depositadas en las bases de datos, pero desgraciadamente las ASPG de tipo 
eucariota que pertenecen a la familia de NTN hidrolasas no han gozado del 
mismo interés. Las NTN hidrolasas representan una superfamilia de 
amidohidrolasas que incluye enzimas con actividades diversas tales como 
asparragina sintetasa, glucosamina 6 fosfato sintasa, N-acilhomoserina lactona 
acilasa, IMP ciclohidrolasa (Galperin and Koonin, 2012) y existen en diferentes 
formas oligoméricas como por ejemplo un simple heterodímero en el caso de la 
penicilina acilasa hasta las 14 subunidades del proteosoma (Michalska and 
Jaskólski, 2006). Fueron caracterizadas por Brannigan et al. (1995) quien 
propuso el nombre de NTN hidrolasas porque comparten un plegamiento típico 
con un nucleófilo al extremo amino de una lámina β (N-terminal nucleophile) 
posicionado de tal manera que permite un ataque nucleofílico además de un 
procesamiento autocatalítico. La estructura típica consiste en un núcleo 
catalítico de cuatro capas en un plegamiento tipo αββα donde dos láminas β 
antiparalelas están enfrentadas y flanqueadas a ambos lados por capas de 
hélices α (Oinonen and Rouvinen, 2000). Las enzimas de la familia NTN 
hidrolasas son sintetizadas como precursores inactivos y el procesamiento 
autocatalítico consiste en la eliminación del primer aminoácido, de un 
propéptido o bien en la separación del precursor en subunidades por una 
endoproteolísis que puede o no seguir con la eliminación de un péptido 
(Michalska and Jaskólski, 2006). Son enzimas evolutivamente relacionadas, 
pero con un grado de diversificación tal que no comparten similitud reconocible 
en sus secuencias. La conservación de secuencia se limita a un residuo 
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catalítico serina, cisteína o treonina que queda posicionado en el N-terminal de 
la subunidad β después del proceso de la maduración.  
 
 
 
 
Figura 1.2 Modelo de la estructura heterotetramérica de la asparraginasa de plantas. El 
modelo se construyó mediante la aplicación SWISS-MODEL (Biasini et al., 2014) sobre la 
estructura de la ASPG dependiente de potasio de Phaseolus vulgaris disponible en la base de 
datos (Bejger et al., 2014) y se representó con software “The PyMOL Molecular Graphics 
System, Version 1.8” (Schrödinger, LLC.). Las subunidades α y β que resultan del procesamiento 
del primer precursor (heterodímero AB) están marcadas en azul y rojo respectivamente. La 
región que interactúa con el ion potasio en color amarillo. Las subunidades del segundo 
heterodímero CD están en verde. La secuencia variable al extremo carboxilo de las subunidades 
α no se incluyó en el modelo. El C-terminal de la secuencia conservada de subunidades α está 
marcada en color naranja para marcar la posición dónde empezaría la región variable. El 
extremo N-terminal de las subunidades β que empieza con el residuo nucleófilo (en color gris) 
marca la posición del sitio catalítico. 
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En el caso de las L-asparraginasas, aspartilglucosaminidasa y taspasa1 la 
enzima madura forma un heterotetrámero tipo (αβ)2. La figura 1.2 representa 
la estructura de la ASPG dependiente de potasio de Phaseolus vulgaris como 
ejemplo. El procesamiento autocatalítico del precursor genera dos subunidades 
con el cual el residuo catalítico (treonina) se expone al extremo N-terminal de 
la subunidad β. La enzima madura consiste en cuatro subunidades que derivan 
de dos precursores. 
1.3.2 Activación de las ASPG de plantas 
El mecanismo de activación no es como ocurre con las proenzimas 
(zimógenos) donde una región de la proteína que inhibe la actividad es 
eliminada mediante ruptura proteolítica como por ejemplo en el caso de 
tripsinógeno, pepsinógeno y caspasa. En las NTN hidrolasas el plegamiento de 
la enzima no es diferente antes y después del procesamiento y las subunidades 
se mantienen fuertemente unidas entre sí para formar una unidad funcional 
(Su et al., 2013). El sustrato también puede alojarse en el sitio activo de la 
ASPG no procesada, pero entonces no se produce la catálisis (Nomme et al., 
2012). El autoprocesamiento es una modificación postraduccional en cis que 
requiere de un preciso alineamiento de varios grupos funcionales (Xu et al., 
1999). Este mecanismo de maduración se puede comparar con el descrito para 
serina proteasas (Carter and Wells, 1988) donde un residuo nucleófilo, que en 
el caso de las ASPG de plantas probablemente es una treonina, forma una 
triada catalítica juntos con una base (histidina) y un ácido (aspartato). El 
proceso se inicia con la transferencia del protón del grupo OH de la treonina a 
la histidina, facilitada por la presencia de un Asp cercano cuya carga negativa 
estabiliza la protonación de la histidina. El nucleófilo activado ataca el carbonilo 
del sustrato que genera una transición NO con la formación de un 
intermediario tetraédrico tipo éster. No obstante, existe controversia sobre qué 
residuos y grupos funcionales intervienen exactamente en la activación del 
nucleófilo que promueve la autocatálisis en las ASPG de plantas. 
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Aparentemente el residuo catalítico que actúa de nucleófilo en la hidrólisis del 
sustrato (treonina) también interviene al proceso de la autoactivación ya que 
los precursores con este residuo mutado pierden la capacidad de autoactivarse 
(Michalska et al., 2008). Cuando se comparan las estructuras primarias de las 
asparraginasas de diferentes especies (ver la figura 1.3) se observa mucha 
variabilidad tanto en longitud como en la secuencia de aminoácidos que 
precede a esta treonina catalítica. Además, los trabajos de cristalización de 
ASPG de plantas sugieren que el extremo C-terminal de la subunidad α está 
desestructurada porque tiene muy poca densidad electrónica (Michalska et al., 
2006; Bejger et al., 2014). Se ha sugerido que posiblemente los residuos 
implicados en el mecanismo de autocatálisis difieren entre las diferentes ASPG 
de plantas (Michalska et al., 2008). La eficiencia del proceso autoproteolítico 
de las ASPG de plantas también difiere entre las especies y se observa además 
que las proteínas recombinantes expresadas en sistemas heterólogos como E. 
coli tardan más en activarse (Michalska and Jaskólski, 2006; Cantor et al., 
2009). La hASNase3 por ejemplo se procesa lentamente, pero la activación 
continúa in vitro (Nomme et al., 2012). La ASPG dependiente de potasio de 
Pinus sylvestris recuperada de los cuerpos de inclusión de E. coli no presentó la 
capacidad autoproteolítica aunque se observó su activación cuando extractos 
de radículas de plántulas se añadieron a la proteína recombinante (Cañas et 
al., 2007). Las asparraginasas de plantas estudiadas pertenecen todas a 
especies angiospermas, E. coli o el ser humano y considerando la incapacidad 
de la ASPG de P. sylvestris de autoactivarse in vitro, existe la posibilidad de 
que en gimnospermas la enzima precisa de una ayuda externa para activarse.  
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 Figura 1.3 Alineamiento de secuencias proteicas de algunas ASPG de plantas. Las 
secuencias bajadas de las bases de datos se alinearon con el programa Clustal Omega (Sievers 
et al., 2011). El alineamiento contiene 2 asparraginasas dependientes de potasio (At3g16150 de 
A. thaliana, PvAspG1 de P. vulgaris), 1 independiente del ion (At5g08100 de A. thaliana) y la 
secuencia de una ASPG de Pinus sylvestris (Psylv) no caracterizada. La región de la subunidad α 
conservada está marcada con fondo azul, la región variable (RV) en amarillo, el sitio de 
procesamiento se indica con las tijeras y la subunidad β con fondo de color rosa. 
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1.4 Actividad asparraginasa / isoaspartilo dipeptidasa 
 
1.4.1 Mecanismo de hidrólisis de la ASPG de plantas 
 
Aunque las ASPG de plantas son estructuralmente similares, sus características 
enzimáticas son bastante diversificadas (Bejger et al., 2014). Después del 
estudio de la ASPG independiente de potasio de Lupinus luteus y la EcAIII se 
concluyó que la función primaria de estas enzimas consiste en la actividad 
isoaspartilo dipeptidasa y que la hidrólisis de asparragina es de importancia 
secundaria aunque posiblemente beneficial para el organismo (Borek et al., 
2004). La hASNase3, también tiene mayor preferencia para dipéptidos de 
isoaspartilo y cataliza asparragina con menor eficiencia (Cantor et al., 2009). 
Distintos estudios comparativos de ambos subtipos en varias especies de 
plantas mostraron que las ASPG independientes de potasio presentan la doble 
actividad mientras que las ASPG dependientes del ion solamente catalizan 
asparragina (Bruneau et al., 2006; Credali et al., 2011). No obstante, un 
estudio posterior de la ASPG dependiente de potasio de Arabidopsis thaliana  
determinó que también puede hidrolizar dipéptidos isoaspartilo (Gabriel et al., 
2012). La cristalización de la primera ASPG dependiente de potasio de 
Phaseolus vulgaris (Bejger et al., 2014) arroja más luz sobre la especificidad 
de sustrato y el efecto de los iones sobre la actividad.  
El mecanismo de hidrólisis del sustrato por las NTN hidrolasas fue descrito por 
primera vez por Duggleby et al. (1995). A diferencia del mecanismo descrito 
para las serina proteasas, en vez de una triada catalítica el centro catalítico 
consiste en un solo aminoácido, que en el caso de las ASPG de plantas es una 
treonina (Oinonen and Rouvinen, 2000). Este mismo residuo, localizado en el 
extremo amino de la subunidad β, actúa de nucleófilo y de base catalítica. En 
la proteína madura el extremo amino de la subunidad β (marcado en color gris 
en la figura 1.2) se encuentra enterrado en la estructura, entre dos láminas β, 
y marca el sitio activo en cada heterodímero. El embudo formado por el sitio 
activo determina la especificidad del sustrato, para asparragina, dipéptidos de 
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isoaspartilo o aspartilo-glucosamina (Nomme et al., 2012). Bejger et al., 
(2014) observaron que el bolsillo formado por la cavidad catalítica de PvAspG1 
es suficientemente grande para que quepan sustratos con una cadena lateral 
más grande que asparragina, como por ejemplo dipéptidos de isoaspartilo. La 
especificidad de sustrato probablemente se determina por la naturaleza de los 
aminoácidos que se encuentran, en la estructura tridimensional, en el entorno 
del nucleófilo y de la cadena lateral del sustrato. La figura 1.3 muestra el 
alineamiento de la secuencia primaria de PvAspG1, las dos ASPG de A. 
thaliana, caracterizadas experimentalmente como dependiente (At3g16150) e 
independiente (At5g08100) de potasio, y una ASPG de P. sylvestris (Psylv). Se 
identificaron los 9 residuos que siguen al motivo GAG (Gly11-Ala12-Gly13) en 
la subunidad α de PvAspG1 como posiblemente relacionados con la 
especificidad de sustrato y el alineamiento muestra un mayor parecido entre 
las ASPG dependientes de potasio de angiospermas y Psylv que con 
At5g08100.  
 
1.4.2 Efecto del ion potasio sobre la actividad 
 
Las ASPG de ambos subgrupos tienen un bucle de estabilización, localizado en 
la subunidad α, donde la inserción de un catión metálico (Na+) provoca la 
formación de un puente de hidrógeno, en la secuencia PvAspG1 entre la 
Thr196 y Asn65, importante para la orientación de la treonina durante la 
catálisis (Bejger et al., 2014). Las ASPG dependientes de potasio tienen 
además una secuencia que forma un bucle de activación (marcado en color 
amarillo en la figura 1.2), que también puede alojar un catión tal que la 
enzima madura de este subtipo coordina un total de 4 cationes metálicos. 
Según Bejger et al., (2014) el ion que se inserta en el bucle de activación 
influye sobre el posicionamiento de tres residuos que funcionan como un 
interruptor catalítico. Las enzimas independientes de potasio tienen la 
conformación permanente activada mientras que las dependientes se activan 
por potasio, pero se inactivan cuando tienen sodio unido en el bucle de 
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activación, aunque mantienen una actividad basal. El potasio es un ion 
abundante y esencial para la planta cuya concentración es mantenida entre 
100 y 200 mM en el citosol para garantizar un metabolismo eficiente. Por otro 
lado el ion sodio tiene un efecto tóxico para la célula por encima de 10 mM por 
lo cual normalmente se encuentra a una concentración muy inferior a la del 
potasio (Kader and Lindberg, 2010). La alta razón K+/Na+ mantenida en el 
citosol sugiere que estos iones no constituyen un mecanismo de control sobre 
la actividad ASPG, sino que el potasio actúa de manera alostérica e induce un 
cambio conformacional que aumenta su actividad (Di Cera, 2006). Este cambio 
conformacional también ayuda a mantener la estabilidad de la enzima (Sodek 
et al., 1980). 
 
1.4.3 Función de la región variable al extremo carboxilo de la 
subunidad α  
 
En la comparación de la estructura primaria de las ASPG homólogas mostradas 
en la figura 1.3 destaca una región de secuencia variable al C-terminal de la 
subunidad α, que llamamos RV, que en el caso de la ASPG de P. sylvestris es 
más extensa que en las ASPG homólogas de angiospermas (Cañas et al., 
2007). La baja densidad electrónica mostrada por la RV en los análisis 
cristalográficos (Bejger et al., 2014) ha impedido la modelización de su 
estructura, por lo que se considera que podría ser una región intrínsecamente 
desestructurada (Michalska et al., 2006). Esto ha dificultado postular una 
hipótesis sobre su función en base a aspectos estructurales. No obstante, 
diversas evidencias sugieren que esta región o parte de ella puede tener un 
papel en el procesamiento autocatalítico, la especificidad de sustrato y/o la 
activación por el ion potasio. En las asparraginasas de A. thaliana 
eliminaciones y mutaciones en la RV afectan a la autoproteolisis y la actividad 
catalítica (Gabriel et al., 2012). La ASPG de una arquea termófila presenta una 
secuencia conectora “linker” covalente que es considerada necesaria para el 
correcto funcionamiento de proteínas con más que un dominio y para la cual 
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también se ha definido un papel como chaperona que ayuda al plegamiento y 
resistencia a la desnaturalización térmica (Tomar et al., 2013). En eucariotas la 
adición de un conector ha demostrado mejorar la estabilidad de las proteínas y 
a veces la funcionalidad (Wang et al., 2011). Para procariotas una proteína 
pequeña presenta una ventaja para la tasa de crecimiento pero con el aumento 
de complejidad y un menor % individual de proteína con respecto a la masa, el 
efecto sobre la tasa de crecimiento es mínimo y la longitud no tiene 
importancia (Wang et al., 2011). La RV extensa que observamos en la ASPG 
de P. sylvestris no tiene homología con ninguna otra secuencia proteica 
conocida en eucariotas, y se desconoce si puede influir sobre aspectos 
funcionales de la enzima. Por lo que podría ser de gran interés estudiar si 
afecta al autoprocesamiento del precursor, si está presente en la enzima 
madura y, si ese es el caso, tiene algún efecto sobre sus características 
funcionales.  
 
1.5 Función de las asparraginasas en plantas 
 
1.5.1 Papel de los aminoácidos de la familia del aspartato 
 
La ASPG, junto con la asparragina sintetasa (AS), ocupa una posición clave en 
la interconversión de asparragina y aspartato. El amonio asimilado por la 
planta en forma de glutamina es transferido a asparragina por la asparragina 
sintetasa. Asparragina es el metabolito más abundante en plantas para 
transporte y almacenamiento de N (Borek and Jaskólski, 2001) y su síntesis 
compite por el aspartato con las rutas de síntesis de lisina, treonina y 
metionina (Azevedo et al., 2006). En soja, asparragina constituye el 50% de 
aminoácidos en cotiledón y la mayor tasa de síntesis de asparragina ocurre ahí 
(Pandurangan et al., 2012). Es el aminoácido que mayoritariamente es 
empleado como donador de N para la síntesis de aminoácidos en tejidos 
sumideros (Gaufichon et al., 2013). El uso de asparragina difiere entre tejidos, 
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especies y de manera temporal (Lea et al., 2007) y se favorece en órganos en 
desarrollo, donde tanto el N como el C que provienen de asparragina se 
destinan a la síntesis de aminoácidos de la familia de Asp (Michalska et al., 
2006).  
Aparte de su principal papel como constituyentes de las proteínas, los 
aminoácidos en su forma soluble participan en el metabolismo general de las 
plantas y actúan de intermediarios en múltiples vías metabólicas. La figura 1.4 
resume de manera simplificada las rutas metabólicas relacionadas con los 
aminoácidos que derivan del aspartato. El aspartato forma parte de la ruta 
biosintética de purinas y pirimidinas (Stasolla et al., 2003), pero también 
puede ser catabolizado y el correspondiente esqueleto carbonado entrar en el 
ciclo del ácido cítrico al igual que todos los aminoácidos de la familia del 
aspartato. Este ciclo, aparte de generar energía, tiene otras funciones como el 
suministro de esqueletos de carbono para la síntesis de aminoácidos, 
isoprenoides, etc. (Kirma et al., 2012). Los aminoácidos treonina, glicina y 
serina son convertidos fácilmente entre ellos y pueden intervenir tanto en 
procesos de degradación como de biosíntesis de aminoácidos (Hildebrandt et 
al., 2015). El catabolismo de glicina en la mitocondria con intervención del 
complejo glicina descarboxilasa/serina hidroximetiltransferasa (GDC/SHMT) 
genera serina que es exportada hacia el citosol donde funciona como molécula 
donadora primaria de grupos metilos para el ciclo de los grupos metilos 
activados (Cantón et al., 2005). Esta ruta metabólica contribuye al reciclado de 
SAM, la molécula donadora para reacciones de metilación, como por ejemplo 
para la síntesis de aminoácidos, poliaminas, fenilpropanoides, etileno y 
especialmente lignina que es considerado un sumidero muy importante del 
consumo de SAM en plantas vasculares (Hanson and Roje, 2001). El aspartato 
además interviene en la ruta de síntesis de arginina, otro compuesto 
importante para el metabolismo de nitrógeno en plantas (Slocum, 2005). 
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Figura 1.4 Esquema de algunas rutas metabólicas relacionadas con el aspartato. Los 
aminoácidos y moléculas derivadas están conectados por flechas continuas que representan una 
reacción de catálisis o flechas discontinuas para rutas metabólicas de varios pasos. Se 
mencionan algunas enzimas relevantes: GOGAT Glutamato sintasa, AAT aspartato 
aminotransferasa, AS asparragina sintetasa, ASPG asparraginasa, TA treonina aldolasa, 
GDC/SHMT complejo glicina descarboxilasa/serina hidroximetil transferasa, SAMS S-
adenosilmetionina sintasa. Los círculos representan ciclos metabólicos: TCA ciclo del ácido 
cítrico, CH3 ciclo de los grupos metilos activados. Los cuadros mencionan algunos de los destinos 
y funciones metabólicos de las moléculas o rutas sin especificar con más detalle en este 
esquema.  Figura redibujada y simplificada integrando información de varias publicaciones. 
(Stasolla et al., 2003; Cantón et al., 2005; Slocum, 2005; Azevedo et al., 2006; Kirma et al., 
2012; Hildebrandt et al., 2015).  
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1.5.2 Función de las asparraginasas en especies angiospermas 
 
Los primeros autores que detectaron actividad asparraginasa en tejidos 
vegetales (ver tabla 1.1, estudios in planta) trabajaron con semillas, hojas 
jóvenes o nódulos de plantas leguminosas, los tejidos donde más se expresan 
estas enzimas. La función primaria de las ASPG dependientes de potasio reside 
en la movilización de N y a las independientes del ion se ha asignado un papel 
de detoxificación ya que su actividad prioritaria es de isoaspartilo dipeptidasa 
(Bruneau et al., 2006). La doble actividad asparraginasa/isoaspartilo hidrolasa 
tiene su sentido en plantas: en las semillas se sintetizan las proteínas de 
reserva con una gran necesidad para amonio y estas proteínas se tienen que 
conservar mucho tiempo (Michalska and Jaskólski, 2006). Durante la 
deshidratación y maduración de la semilla es frecuente que se forman 
dipéptidos de isoaspartilo espontáneamente que resultan en proteínas no 
funcionales y agregaciones (Bruneau et al., 2006). Es importante para el 
desarrollo del embrión que las proteínas incorrectamente sintetizadas sean 
eliminadas debido al limitado reciclaje y esto requiere una enzima 
especializada como la asparraginasa.  
Cuando una planta llega a ser autótrofa se aumenta la biosíntesis de 
aminoácidos en las células fotosintéticas. En las hojas los productos de la 
asimilación de nitrógeno son glutamato, glutamina, aspartato y asparragina 
por lo que sus concentraciones son muy altas en estos tejidos (Lam et al., 
1995; Coruzzi, 2003). Como molécula de transporte la asparragina se dirige 
hacia tejidos que requieren grandes cantidades de nitrógeno donde este 
elemento es movilizado por la asparraginasa para la síntesis de proteínas 
(Sieciechowicz et al., 1988).  En general, se detecta mucha actividad ASPG en 
hojas en desarrollo y su expresión se regula por el ciclo diurno para que el 
amonio pueda ser eficientemente reasimilado y metabolizado en rutas 
dependientes de la fotosíntesis (Michalska and Jaskólski, 2006). En hojas 
jóvenes de guisante el nivel de transcritos de ASPG aumenta en presencia de 
luz y disminuye en oscuridad (Sieciechowicz et al., 1985). La glutamina 
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sintetasa (GS, EC 6.3.1.2) también presenta un alto nivel de expresión durante 
el día y mantiene la concentración de amonio a un nivel reducido por su 
reasimilación en forma de glutamina (Sieciechowicz et al., 1989). Trabajos de 
transcriptómica en angiospermas incluyen a la ASPG como un gen cuyos 
transcritos aumentan en respuesta a una mayor disponibilidad de nitrógeno y 
posiblemente la razón N/C influye en su nivel de expresión (Scheible et al., 
2004; Gutiérrez et al., 2007).  
En conclusión, la asparraginasa ocupa una posición clave en el suministro de 
nitrógeno y aspartato para toda una red de rutas metabólicas. Es 
especialmente importante en los tejidos sumideros que tienen una alta tasa de 
biosíntesis, tales como el sistema vascular en las especies leñosas. Es de 
sospechar que existe mucha diferencia en el control de su expresión entre 
especies, tejidos y estadios de desarrollo.  
1.5.3 Metabolismo de nitrógeno y función de la ASPG en gimnospermas 
A lo largo del ciclo de vida de una planta el flujo de aminoácidos cambia 
considerablemente. El almacenaje de N en semillas y en órganos vegetativos 
ocurre en forma de proteínas de reserva con un alto contenido en arginina, 
asparragina y glutamina (Müntz, 1998) y la interconversión de estos 
aminoácidos juega un papel central en el metabolismo de N en coníferas 
(Cánovas et al., 2007). Durante la germinación, un proceso que ocurre en 
oscuridad, las proteínas de reserva de la semilla son degradadas y los 
aminoácidos liberados sostienen la biosíntesis de las proteínas necesarias para 
el crecimiento. La energía requerida es obtenida de la oxidación de 
aminoácidos y la degradación de otros compuestos de reserva como ácidos 
grasos y almidón hasta que el aparato fotosintético es funcional (Hildebrandt et 
al., 2015). El flujo de aminoácidos durante este proceso en gimnospermas está 
bien documentado en la bibliografía y se resume de forma esquemática en la 
figura 1.5. En semillas de pino las proteínas de reserva contenidas en el 
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megagametofito son extremadamente ricas en arginina, el aminoácido con el 
mayor contenido en N (Stone and Gifford, 1997). La movilización de estas 
proteínas de reserva produce un aumento en el nivel de arginina libre y un 
flujo hacia el embrión donde el aminoácido es catabolizado a ornitina y urea 
por la arginasa (EC 3.5.3.1) (Todd et al., 2001). La ornitina es metabolizada 
por la ornitina-δ-aminotransferasa (δ-OAT, EC 2.6.1.13) que cataliza la 
transaminación de ornitina a 2-oxoglutarato con la producción de glutamato y 
glutamato-5-semialdehído (GSA). La urea se hidroliza por la ureasa (EC 
3.5.1.5) con la producción de dióxido de carbono y amonio, el cual es reciclado 
por la vía glutamina sintetasa (GS, EC 6.3.1.2)/glutamato sintasa (GOGAT, EC 
1.4.7.1) (Cánovas et al., 1998). Como GOGAT se expresa muy poco en 
semillas, pero GS se expresa a altos niveles, posiblemente es δ-OAT la enzima 
que aporta glutamato para soportar el reciclaje activo de amonio. El eficiente 
reciclaje de amonio liberado durante la germinación por GS contribuye a 
mantener los niveles de amonio estables en embriones y plántulas (Cañas et 
al., 2008). La glutamina sintetizada mediante esta ruta metabólica sirve como 
donadora de N para la biosíntesis de todos los componentes nitrogenados 
necesarios para el crecimiento de la plántula (Avila et al., 2001). Las coníferas 
expresan dos isoformas de GS: la GS1a que junto con una glutamato sintasa 
dependiente de ferredoxina (Fd-GOGAT) se asocia con el desarrollo del 
cloroplasto en células fotosintéticas y la GS1b de mayor abundancia en 
hipocótilos y radículas donde al igual que la NADH-GOGAT (EC 1.4.1.14) su 
expresión se asocia con el sistema vascular (Avila et al., 2001; Lancien et al., 
2002; Suárez et al., 2002; Lea and Miflin, 2003; Cánovas et al., 2007). La 
glutamina generada en las células vasculares de los cotiledones se transporta 
hacia hipocótilos y radículas donde gran parte del N es canalizado hacia la 
biosíntesis de asparragina por la AS, el aminoácido más abundante durante el 
desarrollo de las plántulas de pino (King and Gifford, 1997). El glutamato 
liberado por la reacción de la AS dependiente de Glutamina es transaminado 
hacia aspartato por la aspartato amino transferasa (AAT, EC 2.6.1.1). En las 
plántulas en desarrollo se detectan grandes cantidades de asparragina en 
hipocótilos (45%) y radículas (19%) debido a una alta actividad AS en estos 
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tejidos (Cañas et al., 2008). Mientras se van desarrollando las plántulas de 
pino la expresión de la ASPG se correlaciona espacialmente y temporalmente 
con la aparición del sistema vascular, lo que sugiere una función para esta 
enzima en la movilización de N para sostener el desarrollo de este tejido una 
vez agotadas las reservas del megagametofito (Cañas et al., 2007). 
Durante el desarrollo del sistema vascular las coníferas invierten gran cantidad 
de carbono en la biosíntesis de fenilpropanoides. Estos monómeros constituyen 
los bloques de construcción para la lignina, un componente de la pared celular 
que confiere rigor e hidrofobicidad al sistema vascular. Aunque la lignina no 
contiene N, el esqueleto de fenilpropano de esta ruta metabólica proviene de la 
deamidación de fenilalanina por la fenilalanina amonio liasa (PAL, EC 4.3.1.5). 
La ruta del shikimato provee los anillos aromáticos para la biosíntesis de 
fenilalanina y el grupo amido de este aminoácido es añadido por la prefenato 
amino transferasa (PAT) por transaminación de glutamato con la liberación de 
2-oxoglutarato. No obstante, recientes publicaciones han determinado para 
esta enzima en N. benthamiana también una actividad AAT (de la Torre et al., 
2014), pudiendo usar el aspartato como donador del grupo amido con la 
liberación de oxalacetato. Durante el proceso de la lignificación las células 
consumen también grandes cantidades de grupos metilos que provienen del 
metabolismo C1 asociado con el catabolismo de glicina y serina que resulta en 
la liberación de amonio (Cantón et al., 2005). De tal manera la ASPG podría 
tener una función importante en proveer el amonio y el aspartato empleado en 
la biosíntesis de los componentes del sistema vascular.  
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 Figura. 1.5 Rutas metabólicas relacionadas con el metabolismo de nitrógeno en 
coníferas en diferentes tejidos.  Nombres de enzimas en azul (ICDH: isocitrato 
deshidrogenasa, δ-OAT: ornitina-δ-aminotransferasa, GS1b: glutamina sintetasa citosólica b, 
GS1a: glutamina sintetasa citosólica a, Fd-GOGAT: glutamato sintasa dependiente de 
ferredoxina, NADH-GOGAT: glutamato sintasa dependiente de NADH, AS: asparragina sintetasa, 
AAT: aspartato aminotransferasa. Redibujado de Cánovas et al., (2007). 
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1.6 Pinus pinaster Aiton como especie modelo 
 
1.6.1 Filogenia, distribución geográfica y morfología del árbol 
 
Las gimnospermas presentan un nexo evolutivo entre helechos (plantas sin 
semillas) y angiospermas (plantas con flores). Las coníferas incluyen a los 
árboles más antiguos y más grandes del mundo y constituyen el tipo de 
vegetación dominante en muchos ecosistemas (Brodribb et al., 2014). El clado 
contiene 6 familias con 68 géneros y muy pocas especies vivas (630 especies) 
en comparación con unas 250.000 especies conocidas de angiospermas (Wu 
and Chaw, 2014). Los pinos son árboles perennes que dominan ecosistemas 
con temperaturas que alcanzan desde -50°C en invierno en Noruega hasta por 
encima de 40°C en regiones subtropicales. Estos árboles son tolerantes a 
muchos factores de estrés debido a la estructura del xilema que es menos 
sensible a la cavitación. Pueden vivir en suelos pobres y hábitats problemáticos 
(Lev-yadun and Sederoff, 2000).  
Pinus pinaster Aiton es una de las especies más comunes en la zona 
mediterránea occidental (Figura 1.6), mayoritariamente en la Península Ibérica 
y en España se extiende por una superficie de unos 2,4 millones de hectáreas 
(Alía et al., 2009). Son árboles que alcanzan una altura alrededor de 20 
metros, aunque existen excepciones que llegan incluso hasta 40 metros. 
Presentan una copa amplia que sólo ocupa aproximadamente el tercio superior 
del árbol. Tienen una raíz principal profunda y raíces secundarias muy 
desarrolladas que producen un enraizamiento muy potente. Crecen rápidos y 
tienen una longevidad entre 100 y 300 años. Entre las diferentes poblaciones 
se observa mucha variación en la distribución de biomasa dentro del árbol, 
resultado de un gran potencial de diferenciación adaptativa a las condiciones 
locales de la localización geográfica (Sanchez-Gomez et al., 2010). Es una 
especie de gran importancia en su área de distribución para el medio ambiente 
y sus habitantes. 
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1.6.2 Valor ecológico y económico de coníferas 
 
La madera producida por árboles forestales durante el crecimiento secundario 
representa un secuestro duradero del carbono fijado en la fotosíntesis. Junto 
con los océanos tienen un importante papel en el ciclo de carbono como 
mediadores del nivel atmosférico de CO2 y además evitan la erosión del suelo 
en gran parte del planeta (Mackay et al., 2012). El calentamiento global 
aumenta la frecuencia de incendios y plagas de insectos en los bosques 
boreales (Flannigan et al., 2005; Kurz et al., 2008; Shvidenko, 2011). 
Además, por la actividad humana grandes cantidades de nitrógeno se 
depositan como resultado del uso de carburantes fósiles, uso masivo de 
fertilizantes y altos niveles de contaminantes atmosféricas. En Europa se está 
observando la reducción de los bosques de coníferas y los árboles presentan 
síntomas como la pérdida de acículas, ramas colgantes y clorosis, 
probablemente debido al exceso de amonio (Galiano et al., 2010). La pérdida 
en biomasa de los bosques conlleva una disminución en hábitats únicos, en 
agua limpia y también en recursos obtenidos por el turismo (Lucas et al., 
2013). 
Aparte del valor ecológico, las coníferas como árboles leñosos tienen gran valor 
económico. A nivel mundial los tejidos leñosos de los árboles ganan en interés 
como fuente de bioenergía en la producción de etanol, sintegas, otros 
carburantes y productos químicos (Sannigrahi and Ragauskas, 2010). Además, 
las coníferas tienen un gran interés económico por su valor en madera y otros 
productos aprovechables. La madera de la especie Pinus pinaster en concreto 
es aplicada en la carpintería, construcción, tarima, tableros de fibra o 
partículas, etcétera. Es el árbol más usado para la madera en España con una 
producción anual de 3,7 millones de m3 (incluso corteza) que representó el 
53,82 % de la producción total de cortas anuales de coníferas en el año 2012. 
La extracción de resina de esta especie está en auge con una producción anual 
que ha evolucionado de 1.821 toneladas en 2010 a 3.959 en 2011 hasta casi 
7.000 toneladas en 2012 (Ministerio de agricultura, 2012). 
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Figura 1.6 Mapa de distribución de las poblaciones de Pinus pinaster Aiton. Las 
poblaciones de la especie, distribuidas en la región mediterránea, están marcadas con color 
oscuro sobre el mapa de la región. 
 
1.6.3 Interés de la especie Pinus pinaster Aiton como modelo 
 
Los pinos forman un modelo para la estructura y biosíntesis de madera en una 
conífera. El xilema en diferenciación es una fuente abundante de tejido 
metabólicamente activo, especializado en la formación de la pared celular 
secundaria y muerte celular programada  (Lev-yadun and Sederoff, 2000). Las 
coníferas, al contrario de muchas otras plantas terrestres, prefieren al amonio 
como fuente de nitrógeno por encima del nitrato y su incorporación a través de 
las raíces es favorecida por la asociación con micorrizas (Kronzucker et al., 
1997). Como árboles perennes también son un modelo único para estudiar la 
asimilación de amonio ya que, en muchas especies, el N asimilado del suelo no 
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es usado inmediatamente pero es almacenado en la corteza para ser 
movilizado durante la siguiente estación de crecimiento para el nuevo 
desarrollo de órganos (Coleman et al., 1994).  
La secuenciación de especies gimnospermas es tedioso debido a su enorme 
genoma con un tamaño medio de unos 25 Gbp (Morse et al., 2009), pero 
especialmente por la acumulación de secuencias repetitivas probablemente 
debido a retrotransposones (Kamm et al., 1996; Islam-faridi et al., 2009) y 
gran cantidad de pseudogenes (Mackay et al., 2012). La especie Pinus pinaster 
es el modelo más avanzado en Europa en genómica de coníferas cuyo 
transcriptoma tiene un total de 210.513 unigenes secuenciados que han 
proporcionado un catálogo de 26.020 transcritos únicos con ortólogos en las 
bases de datos y 17.815 son secuencias cDNA de longitud completa (Canales 
et al., 2014). Su genoma consiste en 12 pares de cromosomas grandes y 
metacéntricos y como todos los pinos son diploides. Típicamente las secuencias 
de DNA de los genes ortólogos son 60 a 80 % conservadas con angiospermas y 
alrededor del 10 % de los genes EST de pino no tienen ortólogos en 
angiospermas.  
Las coníferas constituyen  una fuente renovable de recursos que enriquecen la 
biosfera y la población humana (Lev-yadun and Sederoff, 2000). Como especie 
de gran importancia en la región mediterránea, un aumento en la 
productividad de P. pinaster impactaría significativamente en la generación de 
fuentes renovables bioenergéticas y productos de gran valor económico. Para 
alcanzar este objetivo es necesario entender el proceso y la regulación del 
crecimiento del árbol. Es una especie con una alta tasa de diferenciación 
genética, de polimorfismos y heterozigocidad en comparación con otras 
coníferas (Salvador et al., 2000) lo que también ha contribuido a su interés 
como especie modelo y permite la identificación de genotipos de mayor 
interés. 
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS 
 
2.1 Antecedentes 
 
Como vehículo para el transporte y reserva de nitrógeno, la asparragina se 
relaciona con tejidos sumideros donde la principal vía de movilización del 
nitrógeno contenido en el grupo amido del aminoácido implica a la enzima 
asparraginasa (Lea et al. 2007). Aunque conocemos, en líneas generales, la 
implicación de la enzima en la movilización de nitrógeno en plantas, 
desconocemos los mecanismos moleculares que coordinan y controlan espacial 
y temporalmente su actividad. La mayoría de los estudios se han realizado en 
plántulas herbáceas anuales, mientras que en plantas leñosas perennes son 
muy limitados. Los árboles son distintos de las plantas herbáceas en algunos 
aspectos particulares de su fisiología y desarrollo, que resultan de gran 
importancia para la producción de biomasa (Cantón et al., 2005). Durante el 
desarrollo y crecimiento del tronco, afrontan un consumo masivo de carbono y 
nitrógeno para proveer la síntesis de celulosa y lignina, proceso que debe estar 
perfectamente controlado para evitar descompensaciones metabólicas en el 
árbol. Dado que la disponibilidad de nitrógeno puede ser un factor 
determinante de la producción y calidad de la madera de árboles (Novaes et 
al., 2009) consideramos que la actividad del gen de la asparraginasa en su 
función de movilización del elemento podría ser de gran relevancia para la 
producción de biomasa. Mediante experimentos de hibridación in situ, se 
comprobó que la expresión de una asparraginasa de pino está confinada a las 
células de la región del cambium por lo que podría jugar un papel importante 
en el desarrollo vascular (Cañas et al., 2007). Por otro lado, la caracterización 
bioquímica de asparraginasas de especies angiospermas expresadas en células 
de E. coli, mostraron la capacidad de autoprocesamiento espontáneo in vitro 
(Bruneau et al., 2006). Sin embargo, se comprobó que la asparraginasa de 
pino recombinante no presentaba esta capacidad de autoprocesamiento 
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espontáneo (Cañas et al., 2007), por lo que se desconocía si en coníferas el 
precursor requiere de algún factor para poder ser procesado a la forma activa. 
 
2.2 Objetivos  
 
Considerando los antecedentes expuestos se plantearon como objetivos para 
este trabajo: 
• Identificar las proteínas con actividad asparraginasa en pino marítimo 
(Pinus pinaster) con la ayuda del transcriptoma disponible, y realizar 
una caracterización básica que nos permita deducir su función en 
plántulas. 
 
• Caracterización bioquímica más detallada de las que tengan una mayor 
relevancia en la movilización de N.  
 
• Análisis transcripcional de los correspondientes genes. 
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3 MATERIAL Y MÉTODOS 
 
3.1 Material biológico 
 
Las cepas de E. coli DH5alfa y BL21-AI (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, 
EE.UU.) se emplearon para la propagación del plásmido y la expresión de la 
proteína recombinante, respectivamente, en un sistema procariota. La cepa 
C58C1 de Agrobacterium tumefaciens se empleó para infiltrar hojas de plantas 
de Nicotiana benthamiana e inducir la expresión de la proteína recombinante in 
planta. 
Las plantas de N. benthamiana se obtuvieron mediante siembra de semillas en 
sustrato para horticultura (Pindstrup professional, Terreau) humedecido con 
agua destilada. Las semillas de P. pinaster, procedentes de Sierra Bermeja 
(Estepona, España), se embebieron durante 24 horas en agua destilada con 
aireación y seguidamente se sembraron en vermiculita. Todas las plantas se 
germinaron a 22°C en luz y 18°C en oscuridad en fotoperiodo de 16 h luz/8 h 
oscuridad, regando regularmente con agua destilada. 
Las plántulas de Pinus pinaster se muestrearon eliminando los cotiledones 
primero y luego separando hipocótilos y radículas. Como las plantas de esta 
especie no están sincronizadas en la germinación, la clasificación del estadio de 
desarrollo se basó en la longitud de los cotiledones, la aparición de acículas y 
el aspecto del tallo que pasa de color verde a marrón, coincidiendo con el 
aumento de lignificación del mismo (ver tabla 3.1 y figura 3.1). Las muestras 
de radícula recién germinada se recolectaron en el estadio E0 y se separaron 
las radículas que tenían una longitud de 1 cm. Para el análisis de distintos 
segmentos de las radículas, las muestras de este órgano se obtuvieron cuando 
las plantas llegaron a un estadio E4, dividiéndose en fracciones de 1 cm, 
enumeradas desde el ápice (R1) hasta 3 o 4 partes según la longitud que tenía 
la radícula. El muestreo de plántulas jóvenes se hizo siempre sobre un 
conjunto de plántulas crecidas en las mismas condiciones.  
43
Tabla 3.1 Clasificación de los estadios de desarrollo de plántulas de pino. 
 
El análisis de la expresión a lo largo del tallo se realizó en muestras de 3 
plantas individuales de P. pinaster procedentes de la Sierra de Gredos 
(España) con una edad de 2 años. Se separó el tallo de la raíz y se eliminaron 
todas las acículas, dividiéndose posteriormente cada tallo en tres partes según 
su morfología: la parte superior del tallo de nuevo crecimiento y de color 
verde, que denominamos “brote”, la parte intermedia con un grado de 
lignificación intermedio “tallo superior” y la parte inferior con un mayor grado 
de lignificación y ausencia de acículas “tallo inferior”.  
Las 11 poblaciones de pino marítimo sobre las cuáles se comparó la región 
promotora del gen PpASPG1 se distribuyen entre Francia, España y Marruecos 
y figuran en el mapa de la figura 3.2. Las plantas tenían una edad aproximada 
de 2 años y se recolectaron las acículas para la extracción de DNA. 
Las muestras de tejidos de árboles de P. pinaster adultos se obtuvieron a partir 
de una población natural situada en la Sierra Bermeja, Málaga, tal y como se 
describió previamente (Pacheco-Villalobos, 2008; Díaz-Moreno, 2010).  
Todos los tejidos se congelaron inmediatamente después de la recolección en 
nitrógeno líquido y se guardaron a -80°C hasta su uso. 
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Figura 3.1 Crecimiento de plántulas de P. pinaster.  Plántulas germinadas 2 semanas 
después de la imbibición de las semillas (a) y 3 semanas (b). Como la germinación de las 
semillas de esta especie no está sincronizada, se determinan los estadios de desarrollo según la 
morfología. Por ejemplo estadio E1 (c), E3 (d) o E5 (e). 
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 Figura 3.2 Mapa con la distribución de 11 poblaciones de Pinus pinaster incluidas en el 
análisis de variabilidad de secuencia en la región promotora.  
 
3.2 Condiciones experimentales de crecimiento de las 
plantas 
 
Durante las primeras semanas del crecimiento de plántulas de pino el 
megagametofito aporta nutrientes al embrión. Para evaluar el efecto de una 
fuente de amonio externa sobre la expresión del gen ASPG usamos plántulas 
en estadio E4 como se ha descrito en la sección 3.1, regadas solamente con 
agua destilada y de las cuales se había desprendido los restos de la semilla, 
para asegurarnos que no quedaban reservas del megagametofito. Luego se 
regaron con una solución nutritiva con la siguiente composición: Na2HPO4 20 
mg/L, KCl 40 mg/L, CaCl2 40 mg/L, MgSO4·7H2O 20 mg/L, Fe quelado 5,6 
mg/L, NaMoO4.7H2O 0,001 mg/L, CuSO4.7H2O 0,006 mg/L, H3BO3 0,009 mg/L, 
ZnSO4.7H2O 0,1 mg/L y MnCl2.4H2O 0,7 mg/L. Las plántulas se dividieron en 
tres conjuntos y se regaron 1 vez por semana con la solución nutritiva 
suplementada con sulfato de amonio como única fuente de nitrógeno a una 
concentración final de 3 mM, 10 mM o su volumen en agua estéril para las 
plántulas que no disponían de ninguna fuente de nitrógeno. Se recolectaron 
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muestras de cotiledones, hipocótilos y radículas del 50% de las plántulas a 24 
horas después del primer riego y las plántulas restantes se siguieron regando 
con la solución un total de 5 veces para recolectar las muestras a 24 horas 
después del último riego (29 días después del primer riego).  
Para evaluar la expresión del gen en condiciones de estrés se usaron grupos de 
plántulas jóvenes de P. pinaster y se les aplicaron tratamientos simulando 
diferentes factores de estrés como describieron Pascual et al. (2015). El 
megagametofito fue cuidadosamente eliminado y se seleccionaron las plántulas 
en estadio E1, las cuales se pasaron a macetas con vermiculita a una densidad 
de 12 individuos/maceta y se regaron con agua destilada. Cinco días después 
se aplicaron los tratamientos mientras que un grupo se siguió regando con 
agua destilada sin ningún tratamiento como grupo control. Se regó con NaCl 
250 mM disuelto en el agua destilada para la condición de estrés salino. Las 
fitohormonas se diluyeron en agua bidestilada estéril a 50 µM (ácido abscísico) 
y 100 µM (ácido jasmónico) y la solución se pulverizó sobre los cotiledones. 
Para el tratamiento “frio” se pasaron las macetas a 4°C y las heridas se 
provocaron quitando un tercio de los cotiledones y pinchando los hipocótilos. 
 
3.3 Extracción de RNA y síntesis de cDNA 
 
Las muestras de tejidos se pulverizaron con la ayuda de nitrógeno líquido en 
un mortero hasta obtener un polvo fino y se extrajo RNA total a partir de 100 
mg mediante un protocolo basado en el descrito por Liao et al. (2004) con 
algunas modificaciones (Canales et al., 2012). Se mezcló el polvo con 650 µL 
tampón de extracción (PVP40 2 % (p/v), CTAB 3 % (p/v), Tris-HCl 100 mM pH 
8, EDTA 30 mM pH8, NaCl 2 M, 2-mercaptoetanol al 4 % (v/v). A continuación 
se realizaron dos extracciones con 650 µL de una mezcla cloroformo:alcohol 
isoamílico (24:1) y se separaron las fases por centrifugación a 16.090 x g 
durante 5 min a 4°C. Enseguida se precipitó el RNA por adición de LiCl a una 
concentración final de 3 M y se incubó durante una hora en hielo. El RNA se 
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recuperó mediante centrifugación a 18.660 x g durante 25 min a 4°C. Para 
eliminar los restos de sales que co-precipitaron con el RNA se añadió al pellet 
500 µL etanol 70 % (v/v) frío y se centrifugó otros 5 min a 18.660 x g para 
luego resuspender el pellet en 40 µL de agua bidestilada estéril. Para eliminar 
DNA contaminante se incubó durante 20 min en un baño a 37°C con 5 U de 
DNasa RQ1 libre de RNasa (Promega Corp, Madison, WI, EE.UU.). Tras lo cual 
se purificó el RNA empleando el sistema comercial “Nucleospin PCR Clean up 
kit” (Macherey-Nagel GmbH, Düren, Alemania) para eliminar la DNAsa y otros 
posibles inhibidores de la síntesis de cDNA, siguiendo las instrucciones del 
manual con las siguientes modificaciones: se añadió 300 µL de etanol 100% a 
300 µL de “binding buffer” antes de cargar la columna y la elución del RNA 
puro se realizó con 20 µL de agua bidestilada estéril. La cantidad de RNA fue 
determinado en un NanoDrop ® NDCastro 1000 spectrophotometer (NanoDrop 
Technologies, Inc. Wilmington, EE.UU.) y la integridad y pureza del RNA se 
evaluó mediante espectrofotometría y electroforesis en gel desnaturalizante de 
agarosa 1 % (p/v) con formaldehído 6,7 % (p/v). Como tampón de 
electroforesis se utilizó MOPS 20 mM pH 7, Na2EDTA 1 mM y NaAc 5 mM.  
El cDNA se sintetizó usando los reactivos del sistema comercial “iScript cDNA 
Synthesis kit” (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.) que incluye una transcriptasa 
inversa con actividad RNasa H+ asociada. Se mezcló 1 µg del RNA con 1 µL de 
iScript reversotranscriptasa, 4 µL de la mezcla de reacción iScript 5X que 
incluye los cebadores oligo(dT) y hexaméricos de secuencia aleatoria, y agua 
estéril libre de RNAsa hasta un volumen final de 20 µL. La mezcla se incubó 5 
min a 25°C, 30 min a 42°C y 5 min a 85°C. Posteriormente el cDNA sintetizado 
se diluyó a una concentración equivalente a 2,5 ng/µL, 5 ng/µL o 12,5 ng/µL 
de RNA según conviniera para su uso y se almacenó a -20°C. Este método de 
síntesis de cDNA se aplicó para el aislamiento de las secuencias de longitud 
completa de cDNA de los genes PpASPG2 y PpASPG3 y para los análisis de 
niveles de mRNA mediante qRT-PCR. La región codificante de PpASPG1 se aisló 
sobre cDNA sintetizado mediante el método RLM RACE como se explica en el 
párrafo siguiente.  
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3.4 Clonación de las secuencias completas de cDNA de los 
genes de asparraginasas en pino 
 
Se aplicó una estrategia de amplificación del extremo 5’ de cDNA mediada por 
RNA ligasa usando el kit “FirstChoise RLM RACE” (Applied Biosystems/Ambion, 
Austin, TX) para obtener la secuencia de cDNA completa del gen PpASPG1 de 
P. pinaster, siguiendo las instrucciones del manual del kit. Se partió de 10 µg 
de RNA total extraído de xilema de árboles adultos el cual fue tratado con una 
fosfatasa alcalina bovina (CIP) para eliminar los grupos PO4 en los extremos 
5´de las moléculas de RNA ribosomal, tRNA, restos de DNA genómico y de 
fragmentos incompletos de mRNA. Las moléculas de mRNA completas no se 
ven afectadas por el tratamiento debido a la presencia de una 7-
metilguanosina (CAP) en su extremo 5´. Seguidamente la muestra fue tratada 
con una pirofosfatasa ácida de tabaco (TAP) para eliminar el CAP. De tal 
manera los mRNA completos resultan las únicas moléculas en la muestra que 
exponen un grupo fosfato en el extremo 5´y al cual, en el siguiente paso, se 
unen unos adaptadores de secuencia conocida en una reacción catalizada por 
la T4 RNA ligasa. A continuación se realizó una reversotranscripción del RNA 
empleando cebadores decaméricos de secuencia aleatoria para obtener cDNA 
que contiene el inicio de la transcripción. 
Se diseñaron cebadores A1-1 y A1-2 anidados en sentido hacia 5´(las 
secuencias de los cebadores figuran en el suplemento 2) sobre una secuencia 
EST previamente aislada (Villalobos et al., 2012) para amplificar la región 
5´UTR sobre el molde 5´RACE cDNA. El uso de estos oligonucleótidos 
específicos en combinación con los cebadores del kit que se unen a la 
secuencia del adaptador en dos reacciones de PCR consecutivos asegura la 
especificidad del fragmento amplificado. La primera reacción de PCR con los 
cebadores externos se hizo en un volumen total de 50 uL con 1 uL del cDNA, 
dNTPs a 0,2 mM, los cebadores a 0,4 µM y 2,5 U de “Pfu Turbo DNA 
polimerasa” (Stratagene, Agilent technologies, CA) en el tampón 
proporcionado por la casa comercial diluida a concentración 1x. Las 
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condiciones de la PCR fueran las siguientes: 2 min a 95°C de desnaturalización 
inicial seguida por 30 ciclos de 30 s a 95°C, 30s a 60°C y 1 min 15s a 72°C, 
con un paso final de 10 min a 72°C. Luego se utilizaron 2 µL del producto 
como molde en la segunda PCR que se desarrolló en las mismas condiciones 
con los cebadores internos.  
El producto final del 5´RACE se analizó mediante electroforesis en un gel de 
agarosa al 0,8 % (p/v) y se purificó mediante el sistema comercial “Nucleospin 
PCR Clean up kit” (Macherey-Nagel GmbH, Düren, Alemania). El fragmento 
purificado se clonó en el vector pBluescript SK+ (Agilent Technologies, Santa 
Clara, CA, EE.UU.) previamente digerido con la enzima de restricción EcoRV 
(Roche applied science, Mannheim, Alemania) poniendo una relación 
inserto:vector 5:1. Para ello se añadió 1 µL (2U) de la enzima T4 DNA ligasa 
(Promega Corp, Madison, WI, EE.UU.), 1 µL de su tampón a 10x y agua estéril 
hasta un volumen final de 10 µL. La mezcla se incubó a temperatura ambiente 
durante 16 horas y después se transformaron células competentes de la cepa 
DH5α de E. coli. Se mezcló el volumen total de la ligación con 100 µL de 
células bacterianas y se incubaron 10 min en hielo. Enseguida se pasó el vial a 
un baño a temperatura de 42°C exactamente 1 min para posteriormente 
devolverlo al hielo. 2 min después se la añadió 950 µL de medio Luria-Bertani 
(LB) y se incubó 1 hora a 37°C con agitación a 200 rpm para después distribuir 
en placas las células transformadas en un medio selectivo de LB y agar al 
1,5% (p/v) con ampicilina 100 µg/mL, IPTG 0,2 mM y X-gal a 0,004 % (p/v). 
Después de una noche a 37°C se seleccionaron algunas colonias positivas de 
color blanco las cuales se cultivaron en 4 mL de LB líquido con el antibiótico 
durante otra noche a 37°C con agitación. El día siguiente se comprobó la 
presencia y el tamaño del inserto mediante PCR con los cebadores T3 y T7 
sobre 2,5 µL del cultivo bacteriano y se almacenaron alícuotas de las colonias 
positivas en -80°C en presencia de glicerol 15% (v/v) como agente 
crioprotector.  
El plásmido se aisló mediante minipreparación de DNA plásmidico por lisis 
alcalina y el inserto se secuenció en un secuenciador Beckman Coulter 
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CEQ8000. Sobre la secuencia obtenida se diseñó el cebador A1-3 al 5´UTR 
para poder aislar la secuencia completa del cDNA de PpASPG1 mediante la 
técnica de 3´RACE. Para ello se sintetizó cDNA 3´RACE a partir de 1 µg de 
RNA por retrotranscripción usando el cebador oligo-dT que tiene unido un 
adaptador con secuencia conocida, proporcionado por el sistema comercial. La 
secuencia completa PpASPG1 se amplificó por combinación del cebador A1-3 
específico con el 3´RACE externo del kit en una PCR con las mismas 
condiciones como la amplificación 5´RACE con la excepción del paso de 
hibridación que se hizo a una temperatura de 59 °C. El producto amplificado se 
clonó en E. coli para su propagación y posterior secuenciación de igual manera 
como se ha descrito para 5´RACE. Se hicieron un total de tres reacciones de 
PCR independientes y las secuencias obtenidas se compararon para deducir la 
secuencia del cDNA de longitud completa libre de errores.  
Las secuencias codificantes de los genes PpASPG2 y PpASPG3 se obtuvieron 
con los cebadores A2-1 con A2-2 para PpASPG2 y A3-1 con A3-2 para 
PpASPG3, los cuales se habían diseñado sobre las regiones UTR de los 
unigenes 15077 y 36994 respectivamente que están disponibles en la base de 
datos Sustainpine V.3.0. (http://www.scbi.uma.es/sustainpinedb/home_page). 
Para ello se usó como molde 50 ng de cDNA de plántulas de pino jóvenes 
sintetizado como se ha descrito en la sección 3.3. La PCR se desarrolló con el 
siguiente programa de temperaturas: 2 min a 95°C de desnaturalización inicial 
seguida por 30 ciclos de 30 s a 98°C, 30s a 60°C para PpASPG2 / 57°C para 
PpASPG3 y 1 min a 72°C con un paso final de 10 min a 72°C. Las reacciones 
de PCR se hicieron con 1 U de una polimerasa con una baja tasa de error 
“Iproof High-Fidelity DNA polylmerase” (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.) en un 
volumen de 50 uL con dNTPs a 0,2 mM, los cebadores a 0,5 µM y el tampón 
proporcionado por la casa comercial diluida a concentración 1x. La purificación, 
clonación y secuenciación de los fragmentos de PCR se realizaron tal y como se 
ha descrito para el gen PpASPG1.  
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3.5 Construcción de vectores para la expresión de la 
proteína recombinante en hojas de N. benthamiana 
 
Los cebadores A1-4 y A1-5 se usaron para amplificar el ORF del gen PpASPG1 
usando como molde el plásmido conteniendo el fragmento del transcrito 
completo previamente aislado, incorporando un único sitio de restricción para 
PacI en el extremo 5´ y un sitio NotI en 3´. Después de la digestión con las 
respectivas enzimas de restricción (Fast Digest, Thermo Fisher Scientific Inc, 
Waltham, MA, EE.UU.), se ligó en el vector pJL-TRBO (Lindbo, 2007), 
previamente linearizado por digestión con las mismas enzimas de restricción, 
para la expresión in planta. La construcción se introdujo en la cepa DH5α E. 
coli para propagación y verificación de la secuencia antes de su subclonación 
en A. tumefaciens C58C1 mediante transformación por electroporación.  
Los ORF de los genes PpASPG2 y PpASPG3 se amplificaron sobre las 
minipreparaciones de los correspondientes plásmidos. Para lo cual se 
emplearon los cebadores A2-3 con A2-4 y A3-3 con A3-4, respectivamente, 
que incorporan los sitios de restricción PacI en el extremo 5´y NotI además de 
una etiqueta “tag” HA y poli-His en el extremo 3’ de la secuencia. Para el gen 
PpASPG1 se hizo una construcción incorporando el mismo tag mediante 
cebadores A1-4 en combinación con A1-12.  
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 Figura 3.3 Procedimiento para la construcción de variantes de la proteína PpASPG1 
que presentan eliminaciones graduales en la RV.   Se representan los cebadores usados 
para la amplificación de PpASPG1-D1 como ejemplo. Las líneas azules representan la doble 
hebra de DNA que codifica para residuos de la subunidad α, las rojas de la subunidad β y el 
número de aminoácidos figura entre las líneas.  El total de 3 reacciones de PCR produce un 
fragmento que codifica para el precursor con la eliminación de 14 aminoácidos de la RV.  Se ha 
usado el mismo procedimiento para las otras variantes con diferentes parejas de cebadores 
complementarios para eliminar regiones de mayor número de residuos. 
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El procedimiento seguido para producir la proteína PpASPG1 con distintas 
eliminaciones en el extremo carboxilo de la subunidad α se muestra en la 
figura 3.3. Se diseñaron juegos de 2 oligonucleótidos complementarios, la 
secuencia de estos oligos incluía 15 pb de cada uno de los extremos que 
flanquea la secuencia a eliminar y que en la construcción final quedarían 
fusionados (oligos A1-6 y A1-7 para PpASPG1-D1), los cuales se combinaron 
en reacciones de PCR con los oligonucleótidos A1-12 y A1-4 respectivamente 
para amplificar las regiones codificantes de ambas subunidades por separado. 
Luego los productos de las primeras reacciones de PCR se combinaron como 
molde en una tercera reacción de PCR con los cebadores externos A1-12 y A1-
4, juntando los fragmentos en una secuencia mutada con la eliminación y 
presentando un tag HA y poli-His a su extremo 3´. Las formas PpASPG1-D2 y 
PpASPG1-D3 se generaron siguiendo el mismo procedimiento, empleando los 
oligonucleótidos A1-8 y A1-9 para PpASPG1-D2 y A1-10 y A1-11 para 
PpASPG1-D3, en combinación con A1-12 y A1-4. 
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3.6 Expresión in planta y extracción de proteínas 
recombinantes  
 
El proceso completo usado para la expresión de las proteínas recombinantes in 
planta se resume en el lado izquierdo de la figura 3.4. Se transformaron 
células de A. tumefaciens con los vectores de expresión pJL-TRBO mediante 
electroporación y se sembraron en un medio selectivo LB con adición de los 
antibióticos kanamicina 50 ng/µL, rifampicina 50 ng/µL y tetraciclina 5 ng/µL. 
Las colonias positivas se picaron y cultivaron durante 24 horas a 28°C con 
agitación a 200 rpm. El día siguiente las células se recolectaron por 
centrifugación durante 10 min a 2.250 x g y se lavaron con una solución de 
MES 52 mM pH 5,6, glucosa 0,5 % (p/v), NaH2PO4 2,1 mM, NH4Cl 18,5 mM, 
MgSO4·7H2O 1,2 mM, KCl 2 mM, CaCl2 0,09 mM, FeSO4·7H2O 0,09 mM y 
acetosiringona 0,2 mM, tras lo cual se resuspendieron otra vez en el mismo 
medio para dejarlas incubar durante 4 horas. Después se recolectaron las 
células de nuevo por centrifugación para resuspenderlas en una solución de 
MES 10 mM pH 5,6 con acetosiringona 0,2 mM hasta una densidad óptica a 
600 nm de 0,5. La inoculación de hojas de plantas de N. benthamiana de 6 
semanas de edad se realizó tocando el envés con una aguja para generar una 
herida pequeña y después infiltrando el cultivo de A. tumefaciens en el lugar 
de la herida con la ayuda de una jeringa. Las zonas de las hojas infiltradas se 
marcaron con rotulador para después de 5 días poder recolectar el tejido 
infiltrado que expresa las proteínas recombinantes. Las muestras se 
homogenizaron en un mortero con nitrógeno líquido y al polvo macerado se 
añadió el tampón de extracción (HEPES 50 mM pH 7.8, KCl 50 mM, EDTA 5 
mM, glicerol 10% (v/v), 2-mercaptoethanol 10 mM, y PMSF 1 mM) en una 
relación tampón:materia vegetal 2:1 (v:p). Las proteínas solubles se separaron 
de la fracción insoluble por centrifugación a 18.660 x g a 4°C durante 20 min y 
el sobrenadante se guardó a -80°C hasta su uso.  
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 Figura 3.4 Flujo de trabajo para la expresión de proteínas recombinantes in planta y el 
análisis funcional de la región promotora del gen PpASPG1. Se usó el método de 
agroinfiltración de hojas de N. benthamiana tanto para producir las proteínas recombinantes de 
ASPG de pino in planta (texto a la izquierda) como para comprobar la funcionalidad de la región 
promotora (texto a la derecha). Los pasos en común entre ambos procesos están escritos en 
color azul en medio. Esquemas simplificados de los vectores usados marcan en color rojo la 
posición y función del inserto. OriV: origen de replicación vegetativo, ORF: secuencia codificante 
para la proteína, TMV: secuencia del Virus del Mosaico del Tabaco, 35s35s: promotor 35s de 
CaMV por duplicado, LUC: secuencia codificante para luciferasa. El T-DNA engloba el fragmento 
entre los bordes RB-T-DNA y LB-T-DNA. 
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3.7 Purificación de proteínas recombinantes de pino, 
expresadas en N. benthamiana 
Para la purificación de las proteínas recombinantes PpASPG1 y PpASPG1-D3 se 
aplicó un protocolo convencional como descrito por Sodek y Lea (1993) con 
algunas modificaciones. Se precipitaron las proteínas por la adición gradual de 
(NH4)2SO4 hasta un 80 % (p/v) de saturación seguido por una centrifugación 
durante 10 min a 18.660 x g a 4°C. El precipitado se resuspendió en medio de 
extracción y se le añadió gradualmente 1,5 volúmenes de EtOH hasta obtener 
una concentración final de 60% (v/v). La mezcla se incubó durante 1 hora en 
hielo y luego se separaron las proteínas solubles incluida la asparraginasa, de 
las insolubles por centrifugación durante 20 min a 2.000 x g y 4°C. El 
sobrenadante fue dializado extensivamente en el tampón de extracción para 
eliminar el EtOH. Antes de pasar a la cromatografía de intercambio iónico se 
incluyó un paso de concentración por diálisis inversa en sacarosa y la proteína 
concentrada fue cargado sobre una columna de intercambio iónico DEAE-
Sephacel (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia) con un volumen de 
50 mL previamente equilibrada con un tampón HEPES 50 mM pH 7,8, KCl 50 
mM, EDTA 5 mM, glicerol 10% (v/v) y 2-mercaptoethanol 10 mM. Se lavó con 
un volumen del mismo tampón equivalente a dos volúmenes de la columna y 
la enzima se eluyó por la aplicación de un gradiente lineal de KCl (50-500 
mM), todo a un flujo de 42 mL/h y se recolectaron fracciones de 3 mL. Las 
fracciones con actividad ASPG se juntaron, se dializaron extensivamente con el 
tampón de extracción y se concentraron por diálisis inversa en sacarosa. 
Después se cargó la muestra en una columna de cromatografía de filtración en 
gel Sephacryl S-300 (Sigma-Aldrich Co. LLC. Saint Louis, MO, EE.UU.) con un 
tamaño de 93 x 2 cm previamente equilibrada con un tampón HEPES 50 mM 
pH 7,8, KCl 100 mM, EDTA 5 mM. Se recolectaron fracciones de 1 mL a una 
velocidad de 16 mL/h y las fracciones que presentaban actividad asparraginasa 
se juntaron y concentraron. Durante todo el proceso de purificación las 
muestras se mantuvieron a una temperatura de 4°C. La cuantificación de las 
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proteínas se llevó a cabo por el método descrito por Bradford (1976) usando 
albumina bovina comercial como estándar.  
 
3.8 Construcción del vector para la expresión de la proteína 
recombinante en E. coli 
 
Para expresar la proteína recombinante en E. coli se aplicó el método “Gateway 
technology” (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EE.UU.) partiendo de 100 
ng del plásmido con la secuencia completa del gen PpASPG1 como molde. En 
una primera PCR con los oligonucleótidos A1-15 y A1-16 se amplificó la región 
codificante para la proteína en un volumen de 25 µL con los cebadores a 0,4 
µM, dNTPs a 0,2 mM cada uno, 1 U de “Iproof High-Fidelity DNA polylmerase” 
en el tampón proporcionado, diluido a concentración 1x (Bio-Rad, Hercules, 
CA, EE.UU.) y empleando el siguiente programa de temperaturas: 1 min a 
98°C de desnaturalización inicial seguido por 20 ciclos de 10 s a 98°C, 30s a 
62°C y 1 min a 72°C y un paso final de 10 min a 72°C. El volumen total fue 25 
µL. El producto de la primera PCR se cargó en un gel de agarosa y se purificó 
después de la electroforesis con el sistema comercial “Nucleospin PCR Clean up 
kit” (Macherey-Nagel GmbH, Düren, Alemania). Luego se usaron 2 ng como 
molde en una segunda reacción de PCR con cebadores attB1 y attB2 que 
completan la secuencia del sitio de recombinación en los extremos del 
fragmento. El programa de PCR contenía los siguientes pasos: 1 min a 98°C, 5 
ciclos de 10s a 98°C, 20s a 45°C y 1 min a 72°C, 20 ciclos de 10 s a 98°C, 30s 
a 55°C y 1 min a 72°C y un paso final de 10 min a 72°C.  
El fragmento final de la segunda PCR purificado se insertó en el vector de 
entrada pDONR207 mediante recombinación, siguiendo las instrucciones del 
manual suministrado con el sistema comercial. Una cantidad de 200 ng del 
vector se mezclaron con 200 ng del inserto PpASPG1 y 1 µL de una mezcla de 
reacción que incluye la CLonasa BP, en un volumen total de 5 µL. La mezcla se 
incubó durante 18 horas a 25 °C. Luego se transformaron células de E. coli 
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DH5α con la mezcla de recombinación para la propagación del vector de 
entrada y comprobación de la secuencia del inserto. Finalmente, se 
seleccionaron las colonias positivas que crecieron en un medio LB selectivo con 
gentamicina a 12,5 ng/µL.  
Para la generación del vector de expresión, que incluyera la secuencia 
codificante para la PpASPG1 y un tag poli-His al extremo amino de la proteína 
recombinante, se desarrolló una reacción de recombinación con 190 ng del 
vector pDEST17, 380 ng del vector de entrada con el inserto y 1 µL de una 
mezcla de reacción con Clonasa LR en un volumen de 5 µL. La mezcla se 
incubó 18 horas a 25 °C para después transformar células de la cepa DH5α, las 
cuales se crecieron en LB con ampicilina a 100 µg/mL. A partir de las colonias 
obtenidas se realizaron cultivos líquidos para el aislamiento del plásmido, el 
cual se verificó mediante secuenciación. Se construyó también un vector para 
la expresión de la variante PpASPG1-D3, que carece de RV. Para ello se aplicó 
la misma estrategia de “Gateway Technology” y los mismos cebadores, usando 
como molde el plásmido con la secuencia PpASPG1-D3 que se había usado 
para su expresión in planta.  
Después de haber comprobado por secuenciación que las construcciones en 
pDEST17 eran correctas, se transformaron células competentes de la cepa 
BL21-AI por choque térmico y las células transformadas se seleccionaron en 
medio LB suplementado con ampicilina a 100 µg/mL. 
 
3.9 Inducción de la expresión y purificación de la proteína 
recombinante de E. coli 
 
Siguiendo las instrucciones del manual de Invitrogen, se cultivaron las 
bacterias BL-21-AI transformadas con el vector de expresión en un medio de 
LB con ampicilina 100 µg/mL a 37°C con agitación hasta llegar a una densidad 
óptica a 600 nm de 0,5. Entonces, se añadió arabinosa al 0,2 % (p/v) y el 
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cultivo se incubó otras 6 horas, bajando la temperatura a 28 grados. Las 
células bacterianas crecidas se recolectaron por centrifugación durante 10 min 
a 2.750 x g y 4 °C. La proteína recombinante fue purificada en condiciones 
desnaturalizantes a partir de los cuerpos de inclusión, siguiendo el manual de 
columnas de nickel NI-TED2000 (Macherey-Nagel GMBH, Düren, Alemania). 
Para ello se resuspendieron los sedimentos recuperados a partir de 200 mL de 
cultivo en 10 mL tampón LEW pH 8 proporcionado por el kit y diluida a 
concentración 1x. La lisis celular se indujo por sonicación en un Sonifer 
250/450 (Branson Ultrasonics, CT, EE.UU.), aplicando 7 pulsos de 20 s a 40% 
de la capacidad, alternados con 20s de incubación en hielo. Mediante 
centrifugación durante 30 minutos a 10.000 x g y 4°C los cuerpos de inclusión 
se separaron de la fase soluble, la cual se descartó. El sedimento se 
resuspendió en otros 10 mL de tampón LEW para lavarlo y recuperarlo 
mediante centrifugación. Los cuerpos de inclusión se solubilizaron por adición 
de 4 mL tampón DS pH 8 del kit a 1x, suplementado con urea 8 M, e se 
incubaron durante 1 hora en hielo con agitación. Luego se centrifugó durante 
30 min a 10.000 x g y 20°C y el sobrenadante se pasó por filtros con poros de 
0,45 µm, con el propósito de eliminar contaminantes que pueden obstruir la 
columna de níquel. La columna se equilibró con 4 mL del tampón DS y después 
se cargó el extracto con las proteínas solubilizadas sobre la columna, dejándolo 
entrar por gravedad. Se realizaron 3 pasos de lavados, cada vez añadiendo 4 
mL de tampón DS a la columna y la proteína recombinante se eluyó con 5 mL 
del tampón EB pH 8, que contiene imidazole 250 mM, con adición de urea 8 M. 
La presencia de la proteína en las fracciones eluídas se visualizó mediante 
SDS-PAGE y tinción Coomassie como se describe en la sección 3.10 y la 
proteína recombinante fue extensivamente dializada en el tampón de 
extracción (HEPES 50 mM pH 7.8, KCl 50 mM, EDTA 5 mM, glicerol 10% (v/v), 
2-mercaptoethanol 10 mM), para eliminar todo el imidazol y la urea. La 
concentración de proteínas se determinó por el método de Bradford (1976) y 
las proteínas purificadas se almacenaron a -80°C. 
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3.10 Análisis por SDS-PAGE y western blot 
 
Para el análisis de las proteínas mediante electroforesis en SDS-PAGE y 
Western blot se le añadió tampón Laemmli (1970) al extracto, suplementado 
con 2-mercaptoethanol 0,5 mM y se incubó durante 5 minutes a 100°C para 
asegurar la desnaturalización de las proteínas. Se centrifugó 10 min a 18.660 x 
g para recoger el sobrenadante y las proteínas se separaron mediante 
electroforesis desnaturalizante discontinua, con un gel separador de 
poliacrilamida al 12,5 % (p/v) y un gel concentrador al 5 % (p/v). La 
electroforesis se llevó a cabo a una intensidad constante de 15 mA por gel 
hasta que el frente, visualizado por azul de bromofenol, había entrado en el gel 
separador. Entonces la intensidad se subió a 30 mA por gel durante 30 a 45 
min, hasta observar una buena separación de las proteínas marcadoras 
preteñidas. 
La visualización de la totalidad de proteínas separadas se llevó a cabo 
mediante una tinción durante 15 min con una disolución de azul de Coomassie 
R-250 al 2,75 g/L en ácido acético 10% (v/v) y metanol 40 % (v/v), seguido 
por varios pasos con agua destilada caliente hasta diferenciar bien las bandas. 
Para la tinción de plata se utilizó un kit comercial “Silver stain Plus” (Bio-Rad, 
Hercules, CA, EE.UU.) siguiendo las recomendaciones del manual. 
Para la inmunodetección de la ASPG de pino (Western blot) las proteínas 
separadas por su masa mediante la electroforesis en presencia de SDS se 
transferían a una membrana de nitrocelulosa (Whatman GmbH, Dassel, 
Alemania) mediante la aplicación de un campo eléctrico constante de 25 V 
durante 30 min en un sistema semi-seco Trans-Blot SD Cell (Bio-Rad, 
Hercules, CA, EE.UU.). Después de la transferencia se procedió a la saturación 
de la membrana con polvo de leche al 5 % (p/v) en un tampón TBS a pH 7,4 
con Tween-20 al 0,05 % (v/v) durante 1 hora. La presencia de ASPG se 
detectó por inmunoblot como descrito (Cañas et al., 2007) usando el suero de 
conejo con anticuerpos policlonales, producido frente a la proteína 
recombinante de P. sylvestris y purificado como descrito (Sakakibara et al., 
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1991) sobre la proteína recombinante de P. pinaster. Los anticuerpos primarios 
frente a la asparraginasa se diluyeron 500 veces en el mismo tampón TBS con 
Tween-20 y polvo de leche y se incubaron una noche sobre la membrana a 
temperatura ambiente y con agitación suave. La mañana siguiente se aplicaron 
tres lavados de 10 min con tampón TBS y Tween-20 antes de añadir el 
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa contra suero de conejo. La 
membrana fue incubada durante 2 horas y luego se emplearon otros tres 
pasos de lavado. Los complejos inmunológicos se visualizaron mediante ensayo 
peroxidasa empleando un kit comercial “SuperSignal West Pico 
Chemiluminescent Substrate” (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA 
EE.UU.). Las proteínas recombinantes que presentaron un tag HA a su extremo 
carboxilo se revelaron de la misma manera, sustituyendo el anticuerpo 
primario por uno elaborado contra la proteína HA.  
 
3.11 Ensayo de actividad asparraginasa/isoaspartilo 
dipeptidasa 
 
La actividad asparraginasa se determinó midiendo la tasa de producción de 
amonio por la hidrólisis de L-Asn. Alícuotas de 1 µL de la proteína se incubaron 
durante 30 min a 37°C en un volumen total de 15 µL de tampón (HEPES 50 
mM, pH 7.5, KCl 50 mM, asparragina 20 mM). La actividad se paró mediante 
incubación durante 2 min a 100°C seguida por centrifugación a 12.400 x g 
durante 2 min. Una alícuota de 12 µL del sobrenadante se pasó a otro tubo 
para la cuantificación de amonio mediante un método basado en la reacción de 
fenol-hipoclorito (Loan et al., 2013). Para ello a cada alícuota se añadió un 
volumen de 120 µL de los siguientes reactivos en el siguiente orden: fenolato 
sódico 0,33M pH 13, nitroprussiato sódico a 0,01% (p/v) y lejía a 1,6 % (v/v). 
Después de una incubación de 30 min a temperatura ambiente se determinó la 
concentración de amonio por ensayo colorimétrico a 635 nm, usando una 
curva con diferentes concentraciones de sulfato de amonio como estándar.  
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La actividad isoaspartilo dipeptidasa se determinó mediante la cuantificación de 
la liberación de aspartato, de acuerdo al ensayo descrito por Möllering (1985). 
Éste se basa en una primera reacción de transaminación entre aspartato a α-
cetoglutarato, con la formación de oxalacetato por glutamato oxalacetato 
transaminasa (GOT, EC 2.6.1.1). En una segunda reacción se produce la 
reducción del oxalacetato a malato, catalizada por malato deshidrogenasa 
(MDH, EC 1.1.1.37), con la oxidación de NADH. La disminución de NADH es 
cuantificado mediante lectura de la absorción a 340 nm y es proporcional a la 
concentración de aspartato en la muestra. Las reacciones se llevaron a cabo en 
microplacas en un volumen total de 180 µL con HEPES 50 mM pH 7,8, KCl 50 
mM, α-cetoglutarato 3,5 mM, NADH 0,6 mM y 5 U de las enzimas GOT y MDH. 
Después de añadir el sustrato la mezcla se incubó durante 10 min a 25°C 
hasta observar la estabilización de la absorbancia a 340 nm. Luego un volumen 
adecuado de proteína recombinante fue añadido y la oxidación de NADH se 
monitorizó durante 40 min en un “PowerWave HT Microplate 
Spectrophotometer“ (Biotek Instruments, VT, EE.UU.).  
 
3.12 Caracterización de las proteínas recombinantes 
purificadas 
 
Para la determinación de los valores Km y Vmax las concentraciones de los 
sustratos presentes en la reacción abarcaban desde 0,2 hasta 10 veces el valor 
de Km. Los datos experimentales se ajustaron a una ecuación de Michaelis-
Menten y el comportamiento cinético se calculó mediante el método de Hanes-
Woolf (r2> 0,99). 
La temperatura óptima de la proteína recombinante se ensayó desarrollando la 
actividad en un Biometra Tgradient thermocycler (Biometra GmbH, Göttingen, 
Alemania) a intervalos de 5°C en un gradiente de temperatura entre 5°C y 
60°C y el producto de la reacción se cuantificó tal y como se ha descrito en la 
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sección 3.11. La energía de activación se calculó mediante la ecuación de 
Arrhenius sobre la tasa de actividad medida a las diferentes temperaturas.  
Para los ensayos a diferente pH se prepararon los siguientes tampones a 50 
mM: tampón fosfato pH 2, tampón acetato pH 4,5, MES pH 6, MOPS pH 7, 
HEPES pH 8, tampón borato pH 9. La reacción se desarrolló en las mismas 
condiciones como se ha descrito en la sección 3.11, pero tamponando el medio 
de reacción a distintos pH con las soluciones tamponadoras anteriores.  
El efecto de iones monovalentes sobre la actividad asparraginasa se estimó 
empleando el medio de reacción ya descrito en el que se sustituyó el KCl por la 
sal cloruro de cada ion correspondiente a una concentración final de 50 mM. Se 
incluyó también una medida de actividad en una mezcla de reacción sin 
ninguna sal.  
La estabilidad térmica se evaluó por incubación de alícuotas de la enzima 
purificada a distintas temperaturas (40, 50, 60 y 70°C) en el tampón de 
extracción (HEPES 50 mM pH 7,8, KCl 50 mM, EDTA 5 mM) en ausencia del 
sustrato L-Asn. Se retiraron alícuotas a distintos tiempos, las cuales de 
guardaron en hielo hasta la determinación de la actividad residual mediante el 
método descrito. El efecto del ion potasio sobre la estabilidad se determinó de 
manera similar, pero incubando alícuotas de la enzima durante más tiempo (3 
días consecutivos) a menor temperatura (22°C y 37°C) y la actividad residual 
fue comparada entre las muestras que se incubaron en presencia y ausencia 
de KCl 50 mM. 
Todos los valores se representan como media de tres réplicas experimentales 
± desviación estándar y en todos los experimentos se incluyeron reacciones 
control sin enzima y sin sustrato.  
Los reactivos y enzimas se compraron de Sigma-Aldrich Co. LLC. (Saint Louis, 
MO, EE.UU.) con la excepción de β-L-Asp-L-Ala que se obtuvo de Bachem 
(Torrance, CA, EE.UU.) y L-Asn de Duchefa biochemie (Haarlem, The 
Netherlands).  
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3.13 Espectrometría MALDI-TOF 
 
La proteína PpASPG1 purificada por métodos convencionales se analizó 
mediante espectrometría de masas MALDI-TOF (4700 Proteomics Analyzer 
mass spectrometer, ABSCIEX), en modo linear con el objetivo de determinar el 
peso molecular de las subunidades. Además, la muestra se fraccionó 
electroforéticamente por SDS-PAGE y las subunidades se visualizaron por 
tinción Coomassie. Se picaron puntos de las bandas correspondientes a ambas 
subunidades en el gel de acrilamida y se digirieron con tripsina para el análisis 
de los péptidos por MALDI-TOF. Para ello se usó el equipo en modo de reflector 
y de algunos de los péptidos de la ASPG identificados se confirmó la secuencia 
por fragmentación mediante espectrometría en tándem MALDI TOF-TOF. Estos 
análisis se realizaron en colaboración con la unidad de proteómica SCBI de la 
universidad de Málaga. 
 
3.14 Extracción de DNA y aislamiento de la región 
promotora PpASPG1 
 
La extracción de DNA genómico se llevó a cabo a partir de cotiledones de 
plántulas de P. pinaster tal y como se ha descrito previamente (Díaz-Moreno 
2010; Villalobos et al. 2012), basado en un protocolo de Dellaporta et al. 
(1983), con la excepción de un paso adicional de extracción con 
cloroformo:alcohol isoamílico 24:1 después de la incubación con RNAsa. La 
calidad del DNA se comprobó en gel de agarosa 0,8 % (p/v). Luego se aplicó el 
sistema comercial “Genome Walker” (Clontech Laboratories Inc, CA, EE.UU.) 
para aislar la región promotora del gen PpASPG1 de Pinus pinaster. Para la 
construcción de 6 genotecas genómicas se digirió por separado con cada una 
de las enzimas de restricción empleadas (EcoRV, DraI, HpaI, StuI, PvuII y 
ScaI) 5 µg de DNA. Todas las enzimas utilizadas generan extremos romos. Se 
usaron 80 U de las enzimas en un volumen de 100 µL y las reacciones se 
65
incubaron una noche a 37°C. Después se aisló el DNA digerido siguiendo las 
instrucciones del manual. Se unieron los adaptadores a los extremos mediante 
una reacción de ligación que incluyó: 4 µL del producto de digestión con 3 U de 
la T4 DNA ligasa, su tampón a concentración 1x y los adaptadores a 5,9 µM. La 
mezcla se incubó durante 12 horas a 16°C y luego las genotecas llamadas DL1 
a DL6 se almacenaron a -20°C.  
Para evitar diseñar los cebadores en una región interrumpida por un intrón, 
primero se identificó la posición probable del primer intrón en la secuencia 
genómica del gen de la ASPG de P. pinaster. Para ello se buscaron genes 
ortólogos en los genomas de Arabidopsis thaliana y Populus trichocarpa y se 
alinearon con la secuencia completa del cDNA de PpASPG1 usando el programa 
CLUSTAL Omega (Sievers et al., 2011). Una vez identificada la posición del 
primer intrón que estaba conservada en las ASPG de las otras especies, se 
diseñó una pareja de cebadores AP-1 y AP-2 flanqueando esta posición para 
amplificar un fragmento de DNA genómico que incluía el primer intrón. La 
reacción de PCR se hizo usando 250 ng del DNA genómico extraído de 
cotiledones como molde en un volumen de 50 µL conteniendo dNTPs a 0,2 mM, 
los cebadores externos a 0,2 µM y 2,5 U de “Advantage genomic LA 
polimerase” (Clontech Laboratories Inc, CA, EE.UU.) en el tampón 
proporcionado por la casa comercial diluida a concentración 1x. El programa de 
PCR tenía los siguientes pasos: 1 min a 94°C de desnaturalización inicial, 30 
ciclos de 30 s a 94°C, 30s a 57°C y 3 min a 68°C, seguido por un paso final de 
10 min a 72°C. El fragmento amplificado se purificó, se ligó en el vector 
pBluescript SK+ y se transformaron células de E. coli para la propagación del 
plásmido y secuenciación del inserto, tal y como se ha descrito previamente en 
la sección 3.4.  
Sobre la secuencia conocida del primer exón e intrón de la PpASPG1 se diseñó 
un juego de 2 oligonucleótidos anidados para amplificar la región promotora, el 
cebador externo posicionado sobre la zona de transición exón-intrón (AP-3) 
para aumentar la especificidad para el gen funcional de ASPG, y el segundo 
cebador interno más hacia 5´UTR (AP-4). La región promotora se consiguió 
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aislar por dos reacciones seguidas de PCR sobre las 6 genotecas, usando los 
cebadores específicos para el gen de ASPG en combinación con los 
proporcionados por el kit que hibridan a la secuencia de los adaptadores. En 
una primera PCR se usó 1 µL de las genotecas como molde en reacciones de 
PCR con las mismas condiciones como especificadas usando 2,5 U de la DNA 
polimerasa “Advantage genomic LA polimerase”. El programa de PCR era 1 min 
a 94°C, 7 ciclos de 25 s a 94°C y 5 min a 72°C, 32 ciclos de 25s a 94°C y 5 
min a 68°C y un paso final de 7 min a 72°C.  
Los productos de la primera reacción de PCR se diluyeron 50 veces con agua 
estéril y se usó 10 µL de la dilución como molde en la segunda PCR con los 
cebadores internos y un programa de 1 min a 94°C, 5 ciclos de 25 s a 94°C y 
5 min a 72°C, 20 ciclos de 25s a 94°C y 5 min a 68°C y un paso final de 7 min 
a 72°C.  
Los fragmentos se clonaron en el vector pBluescript SK+ y se secuenciaron. La 
secuencia genómica se obtuvo a partir de la secuenciación de tres fragmentos 
amplificados por el procedimiento descrito en eventos independientes de PCR. 
 
3.15 Análisis in silico de la región promotora PpASPG1 
 
Las regiones promotoras del gen PpASPG1 se secuenciaron en un secuenciador 
Beckman Coulter CEQ8000 y sobre la secuencia obtenida se buscaron posibles 
elementos reguladoras cis mediante las siguientes aplicaciones disponibles en 
la red: 
PlantCARE 
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/)(Lescot et al., 
2002) y PLACE (https://sogo.dna.affrc.go.jp/cgi-bin/sogo.cgi?lang=en) (Higo 
et al., 1999). 
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3.16 Análisis funcional de la región promotora PpASPG1 
 
Para ensayar la funcionalidad de la región promotora aislada se optó por el 
vector binario pBI121 que permite comprobar la expresión transitoria del gen 
delator dirigido por el promotor en hojas de N. benthamiana por 
transformación con Agrobacterium tumefaciens. El procedimiento seguido se 
resume en el lado derecho de la figura 3.4. Dado el bajo nivel de expresión del 
gen PpASPG1 en acículas de pino, no esperábamos obtener grandes cantidades 
de proteína delatora en un sistema heterólogo bajo el promotor de pino. Por 
eso se decidió sustituir el gen delator en el vector por otro que permitiera 
mayor sensibilidad en los ensayos. Para ello, el vector pBI121 se digirió con las 
enzimas de restricción BamHI y SacI Fast Digest (Thermo Fisher Scientific Inc, 
Waltham, MA, EE.UU.), eliminando la región codificante para GUS y la 
secuencia codificante para luciferasa fue introducido para la construcción del 
vector control positivo con el gen codificante para luciferasa bajo el control del 
promotor CaMV 35S. 
Con el propósito de fusionar la secuencia promotora del gen PpASPG1 con la 
del gen delator luciferasa para los ensayos de expresión transitoria en hojas de 
N. benthamiana, se diseñaron oligonucleótidos que amplifican la secuencia 
aislada del 5´ hasta la posición del inicio de la transcripción. Los cebadores AP-
5 y AP-6 en combinación con AP-8 producen las dos versiones completas de 
promotor aislado e incorporan los sitios de restricción HindIII y BamHI en los 
extremos 5´y 3´respectivamente. Como molde se usaron los plásmidos pBSK 
que contenían los fragmentos promotores previamente aislados. Mediante una 
reacción de PCR con cebadores AP-7 y AP-8 se generó una versión más corta 
del promotor, abarcando solamente la secuencia del promotor proximal de 476 
nt.  
Los productos de PCR se digirieron con las enzimas de restricción HindIII y 
BamHI y se ligaron en el vector pBI121 igualmente digerido, sustituyendo la 
secuencia promotora CaMV 35S. De tal manera la región promotora del gen 
PpASPG1 queda posicionada a 5´de la secuencia codificante para luciferasa y 
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dirige su expresión. Todas las construcciones se emplearon para transformar la 
cepa DH5α para propagación del plásmido y verificación de la construcción por 
secuenciación.  
La transformación de A. tumefaciens y la expresión transitoria del gen de 
luciferasa en hojas de N. benthamiana, dirigido por los diferentes promotores, 
se hizo de la misma manera como se describe en la sección 3.6 y se 
representa en la figura 3.4. Para el análisis de los niveles de expresión, las 
zonas de las hojas infiltradas se recolectaron tras tres días después de la 
agroinfiltración y la actividad luciferasa se cuantificó empleando el sistema 
comercial “Luciferase Assay System” (Promega Corp, Madison, WI, EE.UU.) 
como indica el manual. La luminiscencia fue registrada en un luminómetro 
Biotek FLx800 (Biotek Instruments, VT, EE.UU.). Como control se determinó la 
actividad luciferasa presente en los cultivos de A. tumefaciens previamente a la 
agroinfección.  
 
3.17 Aislamiento de la región promotora PpASPG1 en pinos 
de diferentes procedencias 
 
Se recolectaron acículas de plantas de P. pinaster de 11 poblaciones 
distribuidas entre España, Francia y Marruecos (Figura 3.2) y se extrajo el DNA 
genómico empleando un sistema comercial “NucleoSpin Plant II” (Macherey-
Nagel GMBH, Düren, Alemania) y siguiendo las instrucciones del manual. Las 
acículas se homogeneizaron por maceración en nitrógeno líquido y 100 mg de 
tejido pulverizado fue mezclado con 600 µL de tampón de lisis PL1 (basado en 
un protocolo de CTAB) proporcionado por el sistema comercial. Se añadieron 
150 µg de RNAsa del kit y tras 20 min de incubación a 65°C la mezcla se 
depositó sobre unos filtros para aclarar el lisado mediante centrifugación. 
Posteriormente el filtrado se cargó sobre las columnas de silica y tras hacer 
pasar tres veces un tampón de lavado proporcionado por el kit, se eluyó el 
DNA purificado en 50 µL de tampón Tris/HCl 5 mM, pH 8,5.  
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Se realizaron reacciones de PCR con el DNA extraído como molde, usando los 
cebadores AP-9 diseñado sobre la región promotora proximal en dirección 
sentido y AP-10 en sentido contrario sobre el primer exón de la región 
codificante del gen PpASPG1. Las reacciones de PCR se hicieron en un volumen 
de 25 µL con 400 ng de DNA como molde y a las siguientes condiciones: 2 min 
a 98°C de desnaturalización inicial seguida por 30 ciclos de 10 s a 98°C, 30s a 
57°C y 1 min a 72°C, con un paso final de 10 min a 72°C. Los fragmentos 
amplificados se clonaron en el vector pBSK para su secuenciación.  
 
3.18 Reacciones de PCR cuantitativo en tiempo real 
 
Para el proceso de qRT-PCR se optó por el método de dos pasos: en el primer 
paso se sintetizó cDNA y en el segundo paso se desarrollaron las reacciones de 
PCR. El RNA total se aisló de los tejidos muestreados y se sintetizó cDNA como 
se describió en la sección 3.3. 
Se diseñaron parejas de oligonucleótidos sobre las secuencias de los diferentes 
genes de asparraginasa que se habían clonado, posicionando uno de ellos en la 
zona codificante en dirección 3´ y el otro en la región no codificante 3´UTR del 
cDNA en dirección hacia 5´, aumentando así la especificidad de amplificación 
del fragmento para el gen en cuestión. El tamaño del amplicón siempre se 
limitó al rango de 120 a 250 nucleótidos para minimizar el efecto de la longitud 
del producto sobre la eficiencia de la reacción. Además, se prestó atención en 
que los cebadores cumplieron los requisitos de tener un % GC alrededor de 50 
%, que la temperatura de hibridación de cada pareja fuera igual con una 
diferencia máxima de 1°C, y que no se formaran horquillas o dímeros entre 
ellos o consigo mismo. Se emplearon las parejas de cebadores A1-13 con A1-
14 para PpASPG1, A2-5 con A2-2 para PpASPG2 y A3-5 con A3-6 para 
PpASPG3. Para analizar los niveles de transcritos de los genes δ-OAT y GS1b se 
diseñaron los oligonucleótidos OA-1 con OA-2 y GS-1 con GS-2 
respectivamente, sobre la secuencia disponible en la base de datos 
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SustainPineDB v.3.0, unigenes 5775 y 10503 respectivamente 
(http://www.scbi.uma.es/sustainpinedb/home_page). 
La amplificación cuantitativa qRT-PCR se realizó en un iCycler iQ System (Bio-
Rad, Hercules, CA, EE.UU.), utilizando un procedimiento basado en 
cuantificación de la fluorescencia de SYBR-Green y empleando la mezcla de 
reacción “iQ SYBR Green Supermix”, también suministrada por Bio-Rad. Las 
reacciones se desarrollaron en un volumen de 25 µL con 4 µL de cDNA a una 
concentración adecuada (2,5 ng/µL, 5 ng/µL o 12,5 ng/µL), los dos cebadores 
específicos a 0,4 µM y el reactivo comercial a 1x que contiene Tris-HCl 20 mM 
pH 8,4, KCl 50 mM, dNTPs a 0,2 mM cada uno, iTaq DNA polimerasa 25 U/mL, 
MgCl2 3 mM, fluoresceína 10 nM, SYBR Green I y estabilizadores. Para cada 
muestra, las reacciones se realizaron por triplicado y se incluyó un control con 
RNA sin retrotranscribir. En cada ensayo y para cada pareja de cebadores se 
incluyó, además, un control sin molde. El programa de PCR consistió en una 
desnaturalización inicial de 3 min a 95°C, seguida por 50 ciclos de 15 s a 95°C, 
20 s a 60°C y 30s a 72°C para el gen PpASPG1 y todos los genes de 
referencia. Los ensayos de los otros genes se realizaron a las mismas 
condiciones con excepción del paso de hibridación que se hizo a una 
temperatura de 59 °C para PpASPG2 y PpASPG3 y a 58°C para δ-OAT y GS1b. 
Después del ciclo final se añadió un análisis de disociación en un rango de 
temperatura de 55–95°C con incrementos de 0.5°C para verificar la 
especificidad de las reacciones. 
Los datos de fluorescencia se obtuvieron por el módulo de análisis de Bio-Rad 
iQ5 en modo crudo (raw data) y se analizaron mediante la aplicación 
LinRegPCR software versión 11.0 (Ruijter et al., 2009) que determina la fase 
exponencial para cada reacción independiente, además de calcular los 
parámetros de eficiencia de la PCR (E) y el ciclo umbral (Ct). La expresión 
relativa del gen (R0) se calculó mediante la fórmula 
R0 = 1/(1+E)Ct 
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donde E es la eficiencia media de las eficiencias de todas las reacciones de un 
mismo gen analizado en la misma placa y Ct es el ciclo umbral para cada 
réplica independiente. Luego se calculó R0 para cada muestra como la media 
de los tres R0 de las tres réplicas técnicas. 
Los valores de expresión relativa se normalizaron con los genes de referencia 
actina, ubiquitina, el factor de elongación EF1-α, y las subunidades L34 y S27 
del complejo ribosomal de la siguiente manera: se calculó la razón entre la 
expresión relativa del gen candidato (R0) y la media geométrica entre los 
valores R0 de los genes de referencia más estables NF (factor de 
normalización). La desviación estándar se determinó mediante la fórmula  
   SD R0/NF = R0/NF x √ [(SD NF/ NF)2 + (SD R0/R0)2].  
Los genes más estables a incluir para la normalización se identificaron 
mediante el algoritmo “geNorm” (Vandesompele et al., 2002) y se aplicó una 
estadística de contraste t de Student con un nivel de confianza del 95 %. 
El estadístico (t) y los grados de libertad (v) se calcularon de la siguiente 
manera: 
  t = (Ma-Mb)/ √(SD2a/na + SD2b/nb) 
  v = (SD2a/na + SD2b/nb)2 / [(SD2a/na)2/ na-1 +( SD2b/nb)2/ nb-1] 
donde a y b son las muestras comparadas, M es la media de los valores de 
expresión (R0/NF), SD es la desviación estándar y n es el número de réplicas 
(n=3). 
Para los resultados que se presentan como el cambio en nivel de mRNA 
relativo entre las muestras de los tratamientos con respecto a las plantas 
control, se dividió la media de expresión relativa en las plantas sometidas a los 
tratamientos (RT) por la media de expresión relativa en las plantas control 
(RC) y se determinó la desviación estándar mediante la fórmula 
  SD RT/RC = RT/RC x √ [(SD RT/RT)2 + (SD RC/RC)2] 
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Luego se aplicó Log en base de 2 sobre la razón RT/RC y la desviación 
estándar se propagó mediante la fórmula 
  SD log2 (RT/RC) = SD (RT/RC) / [(RT/RC).ln2] 
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4. RESULTADOS 
 
4.1 Identificación de asparraginasas en el transcriptoma de 
Pinus pinaster Aiton. 
 
4.1.1 Aislamiento de secuencias de cDNA de longitud completa 
 
Entre los diversos genomas de plantas que han sido secuenciados, las bases de 
datos incluyen muy pocas especies gimnospermas. Una búsqueda de 
secuencias codificantes para asparraginasas en los genomas y EST publicados 
de coníferas produce pocos resultados de secuencias completas. Como punto 
de partida para este trabajo se identificaron secuencias de asparraginasa 
presentes en el transcriptoma de la especie Pinus pinaster Aiton y se 
obtuvieron los correspondientes cDNA completos. A partir de una secuencia 
EST previamente aislada por nuestro grupo de trabajo (Villalobos et al., 2012) 
se empleó una estrategia RLM-RACE para amplificar el cDNA de longitud 
completa de una asparraginasa que denominamos PpASPG1. La secuencia del 
fragmento aislado se compone de una región 5´UTR de 129 nucleótidos, un 
ORF de 1128 pares de bases (incluyendo el codón STOP) y una región 3´UTR 
de 139 nucleótidos, seguidos por una secuencia poli-A. Usamos esta secuencia 
para buscar posibles genes de asparraginasa mediante un BLAST en el  
transcriptoma de P. pinaster que fue publicado por Canales et al. (2014). Entre 
los resultados encontramos un unigen de secuencia idéntica al cDNA de 
PpASPG1 (sp_v3.0_unigene4029) además de dos más que codifican para 
asparraginasas, unigenes 15077 y 36994, los cuales denominamos PpASPG2 y 
PpASPG3 respectivamente. Otros resultados correspondieron a fragmentos de 
longitud parcial o de inferior similitud (valor e>10-50) y más parecidos a 
aspartilglucosaminidasas o treonina aspartasas. Las secuencias de longitud 
completa para los genes PpASPG2 y PpASPG3 se amplificaron sobre cDNA 
sintetizado a partir de RNA extraído de plántulas jóvenes.  Ambas secuencias 
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contienen un ORF de 921 nucleótidos que codifica para una proteína de 
306 aminoácidos, notablemente más corta que PpASPG1 con 375 
residuos. Las regiones 5´UTR de PpASPG2 y PpASPG3 presentan un 67,50 
% de identidad entre ellos y por término medio un 42,79 % con PpASPG1. En 
3´UTR el % de identidad entre los tres genes se sitúa entre 45,38 % y 
55,13 %. Las secuencias primarias de PpASPG2 y PpASPG3 se parecen más 
entre ellas que a PpASPG1 (Figura 4.2). El % de identidad de aminoácidos de 
83,28 % (Figura 4.3) y una similitud de 90,16 % indica que PpASPG2 y 
PpASPG3 son proteínas diferentes. Concluimos que en la especie Pinus 
pinaster existen, al menos, tres genes que codifican proteínas diferentes con 
similitud a las asparraginasas. En este trabajo se presentan algunos 
aspectos sobre sus características y regulación con el objetivo de 
determinar su posible función durante el desarrollo de las plántulas. 
4.1.2 Estructura primaria de las ASPG de coníferas 
A partir de los cDNAs aislados se dedujeron las estructuras primarias de las 
tres asparraginasas y en la figura 4.1 se presenta un alineamiento que incluye 
también asparraginasas de otras coníferas cuya secuencia está completa (P. 
sylvestris y P. taeda), además de las de algunas especies angiospermas que 
han sido caracterizadas. La comparación de los aminoácidos permite hacer 
algunas suposiciones sobre las características de las asparraginasas de pino, 
las cuales se pretenden comprobar experimentalmente más adelante en este 
trabajo. La estructura de la ASPG dependiente de potasio de Phaseolus vulgaris 
(PvAspG1) fue publicada recientemente (Bejger et al., 2014) y en base a las 
conclusiones de los autores se han marcado sobre el alineamiento la posición 
de los residuos involucrados en la catálisis. Las otras asparraginasas incluidas 
como referencias en las figuras han sido clasificadas como dependientes o 
independientes del ion potasio en diversos trabajos (Borek et al., 2004; 
Bruneau et al., 2006; Credali et al., 2011; Gabriel et al., 2012). 
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Figura 4.1 Alineamiento de las tres asparraginasas de Pinus pinaster con las enzimas 
de otras coníferas y de especies angiospermas caracterizadas (Borek et al., 2004; 
Credali et al., 2011; Gabriel et al., 2012; Bejger et al., 2014). La secuencia de 
aminoácidos de las tres asparraginasas de P. pinaster identificadas se alinearon mediante la 
aplicación Clustal Omega (Sievers et al., 2011) y se incluyeron algunas asparraginasas de 
angiospermas que han sido experimentalmente caracterizadas como dependientes del ion 
potasio (At3g16150 de A. thaliana, PvAspG1 de P. vulgaris, LjNSE1 de L. japonicus) e 
independientes del ion (At5g08100 de A. thaliana y LlA de L. luteus) y de las coníferas P. taeda 
(Ptaeda) y P. sylvestris (Psylv), cuyas secuencias están completas en las bases de datos pero 
que no han sido caracterizadas. Las regiones con residuos identificados por Bejger et al. (2014) 
como importantes para la actividad catalítica están marcadas con los colores según especifica la 
leyenda. La treonina marcada en color gris es el residuo nucleófilo y marca también el sitio de 
procesamiento que divide el precursor en dos subunidades de tal manera que la treonina se 
localiza en el extremo N-terminal de la subunidad β.   
 
 
Figura 4.2 Clasificación de las asparraginasas de coníferas y especies 
angiospermas en base a su estructura primaria.  Se elaboró un árbol filogenético 
usando el método “neighbour joining” de la aplicación MEGA6 (Tamura et al., 2013) 
sobre las secuencias alineadas de la figura 4.1. Se representa el árbol consenso de 500 
repeticiones y el porcentaje de réplicas obtenidas se indica al lado de cada rama. Las 
distancias evolutivas se calcularon por el método de Poisson (Zuckerkandl and Pauling, 
1965) y se reflejan en la longitud de las ramas según la escala mostrada debajo del 
árbol. 
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Los aminoácidos relacionados con el anclaje del producto en el sitio activo y del 
interruptor catalítico están perfectamente conservados entre todas las 
secuencias, pero los residuos determinantes de la especificidad de sustrato 
(marcados en azul) presentan gran variabilidad, aunque con un mayor grado 
de similitud entre las enzimas del mismo subgrupo. La comparación de estos 
residuos sugiere que PpASPG1 es una enzima ortóloga a las asparraginasas 
dependientes de potasio en angiospermas mientras que PpASPG2 y PpASPG3 
son más parecidas a las asparraginasas independiente de potasio. La 
dependencia de este ion según Bejger et al. (2014) está vinculada con la 
secuencia VMDKSPHS (marcada en amarillo) de la cual el último residuo no se 
conserva en PpASPG1, ni en los ortólogos de P. sylvestris y P. taeda. En la 
región que forma un bucle que interactúa con un ion sodio, importante para la 
estabilidad de la enzima (marcada en color verde), también se aprecia la 
división de las secuencias en dos subgrupos. Dado la divergencia en secuencia 
entre las asparraginasas de coníferas y sus ortólogas de angiospermas, podría 
haber diferencias en la preferencia de sustrato. Por otro lado, los cambios en el 
motivo VMDKSPHS observados en la secuencia de PpASPG1 con respecto a las 
ASPG dependientes de potasio de especies angiospermas sugiere que sería de 
interés estudiar el efecto del ion potasio sobre la actividad enzimática en esta 
enzima de pino.  
La treonina que en angiospermas está identificada como el residuo nucleófilo 
con actividad catalítica está marcada en gris en la figura 4.1 y permite 
identificar el sitio de procesamiento que divide el precursor en dos 
subunidades. En el apartado 4.3.1 de este trabajo se demuestra la 
conservación de la posición de la autocatálisis con las proteínas homólogas de 
especies angiospermas. Aunque la secuencia primaria de los precursores está 
bien conservada, destaca una diferencia notable en aminoácidos y en longitud 
en la secuencia que precede al sitio de autoproteólisis. Esta región es 
excepcionalmente extensa en el caso de PpASPG1 y las proteínas ortólogas de 
otras coníferas, superando con un total de 375 residuos a sus homólogos con 
50 a 70 aminoácidos en longitud. En las secciones 4.3 y 4.4 se analizan los 
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efectos que modificaciones en esta RV tienen en el proceso de la maduración 
y/o las características bioquímicas de PpASPG1.  
 
 
 
Figura 4.3 Porcentaje de identidad entre las secuencias primarias de diferentes 
asparraginasas. Se representa el % en identidad de aminoácidos calculados sobre el 
alineamiento de las secuencias de la figura 4.1. Las asparraginasas de angiospermas 
identificadas en color fucsia se caracterizaron como dependiente de potasio y las de color verde 
pertenecen al otro subgrupo.  
 
4.1.3 Clasificación filogenética de las asparraginasas de pino 
 
La comparación de las secuencias en el alineamiento de la figura 4.1 sugiere 
un mayor parecido de PpASPG1 con el subgrupo de las asparraginasas 
dependientes de potasio y un árbol filogenético elaborado a partir de este 
alineamiento confirma esta afirmación. El análisis presentado en la figura 4.2 
agrupa la PpASPG1 con el subgrupo dependiente de potasio.  La secuencia 
primaria de PpASPG1 tiene un 69,14% de identidad (Figura 4.3) con la 
At3g16150 que ha sido caracterizada experimentalmente como una 
asparraginasa dependiente del ion potasio (Bruneau et al., 2006), mientras 
que las otras ASPG de P. Pinaster identificadas tienen mayor identidad con las 
80
asparraginasas independientes de potasio. Este resultado sugiere que la 
separación en dos subgrupos de asparraginasas de plantas ocurrió antes de la 
diversificación de especies angiospermas y gimnospermas. 
 
4.2 Actividad catalítica de las tres asparraginasas de pino 
 
4.2.1 Expresión de las proteínas recombinantes in planta y 
comparación del proceso de maduración 
 
Después de múltiples intentos sin éxito de purificar las asparraginasas de 
tejidos de pino, decidimos expresar las proteínas recombinantes en un sistema 
heterólogo para poder estudiarlas. Las tres isoformas de ASPG se expresaron 
transitoriamente en hojas de N. benthamiana, mediante la técnica de 
agroinfección, utilizando un vector pJL-TRBO para conseguir un alto nivel de 
expresión de las proteínas recombinantes. El esquema de la figura 4.4a 
representa las diferentes construcciones que se insertaron en el vector para su 
expresión in planta. Las tres proteínas se expresaron en forma de precursor y 
las subunidades que se producirían en el caso de que el procesamiento 
ocurriese en la posición descrita para las asparraginasas de angiospermas 
están marcadas en diferentes colores. Las construcciones incluían en el 
extremo 3’ del marco abierto de lectura dos secuencias marcadoras para 
facilitar la purificación e identificación con anticuerpos de las proteínas 
producidas (HA y poli-His). Cinco días después de la agroinfección se 
extrajeron las proteínas solubles de las zonas de hojas infiltradas y se 
determinó la actividad asparraginasa. En la figura 4.4b se representan los 
valores de la actividad medida en los diferentes extractos. Los resultados 
indican que las tres asparraginasas identificadas en el transcriptoma del pino 
tienen actividad asparraginasa y por ende los precursores han sufrido un 
procesamiento in planta que produce la enzima activa. La figura 4.4c muestra 
el resultado del análisis por western blot de los extractos utilizando un 
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anticuerpo contra la secuencia marcadora HA para identificar las proteínas 
recombinantes. En los tres extractos, correspondientes a la expresión 
heteróloga de las tres asparraginasas de P. pinaster, se detectó una banda a la 
altura del peso teórico calculado para la subunidad β, lo que confirma la 
correcta maduración y activación de las tres enzimas in planta. No obstante, 
en el caso de las proteínas recombinantes PpASPG2 y PpASPG3 se detectó 
además un polipéptido con masa molecular correspondiente al precursor. Por 
lo tanto, las tres asparraginasa de pino producidas in planta en un sistema 
heterólogo se procesaron mediante hidrólisis en el sitio de procesamiento 
conservado, aunque el procesamiento fue aparentemente más eficiente en el 
caso de PpASPG1. 
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 Figura 4.4 Expresión de las tres ASPG de pino in planta y comprobación de su actividad 
y proceso de maduración. Las proteínas recombinantes se expresaron transitoriamente en 
hojas de Nicotiana benthamiana. a) Representación de las diferentes formas expresadas. Se 
hicieron construcciones con los tags HA y poli-His en el extremo carboxilo del precursor.  Las 
subunidades que resultan del procesamiento del precursor están marcadas en diferentes colores 
y el número en la subunidad indica el número de aminoácidos que forman parte de las mismas, 
separado en regiones conservadas con enzimas ortólogas (CONS) y región de secuencia variable 
(RV). La tabla a la derecha indica el peso molecular teórico de las subunidades y del precursor, 
en los cuales se considera el peso que suman los tags. b) Tras la extracción de las proteínas 
solubles de los tejidos agroinfiltrados se midió actividad asparraginasa con L-Asn 20 mM como 
sustrato. Como control negativo se incluyó el extracto de una hoja infiltrada con el vector pJL-
TRBO sin inserto de cDNA codificante en el sitio de clonaje (C-). Se representa la actividad 
media de tres replicas en U por mg de proteína total ± SD. c) Western blot de los extractos de 
hojas de N. benthamiana inoculadas con A. tumefaciens. Se analizó 50 µg de proteínas totales 
por pocillo. Las proteínas recombinantes se detectaron mediante un anticuerpo contra el tag 
localizado en el extremo carboxilo y el tamaño aparente permite diferenciar entre los 
precursores no procesados y las subunidades β, productos del procesamiento. 
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4.2.2 Determinación de la preferencia de sustrato  
 
Para poder caracterizar funcionalmente las asparraginasas de pino se procedió 
con la purificación de las proteínas recombinantes desde los extractos de N. 
benthamiana. Las enzimas PpASPG2 y PpASPG3 se purificaron mediante 
cromatografía de afinidad en columnas de Ni2+, que retienen la proteína 
recombinante debido al tag poli-His que se añadió en sus extremos carboxilo. 
Después de la elución y diálisis se recuperaron 4,73% y 8,70% de la actividad 
inicial con factores de purificación de 7,31 y 10,50 para PpASPG2 y PpASPG3 
respectivamente. No se logró obtener una purificación de PpASPG1 por este 
método por lo cual se expresó la proteína en su forma nativa sin tag in planta 
y se purificó siguiendo un protocolo convencional con tres pasos de 
purificación. Después de la concentración de la proteína en (NH4)2SO4 al 80% 
(p/v), extracción con EtOH al 60% (v/v) y cromatografía de intercambio iónico 
el rendimiento final fue de 1,97% con un factor de purificación de 10,73.  
Se compararon las actividades específicas de las preparaciones de las tres 
ASPG para dos sustratos diferentes, L-Asn y β-Asp-Ala, con el objetivo de 
evaluar las preferencias de ambos sustratos (Figura 4.5). La velocidad de 
reacción se mantuvo lineal durante al menos 90 minutos a 37°C y fue 
proporcional a la cantidad de enzima añadida para las tres isoformas. PpASPG1 
presentó una mayor preferencia para L-Asn, ya que a una concentración de 25 
mM de este sustrato se registró una actividad de 2,15 U/mg, mientras que a la 
misma concentración de β-Asp-Ala el valor registrado fue de 0,45 U/mg. 
Cuando se aumentó la concentración de L-Asn se observó una ligera 
disminución de la actividad, probablemente debido a una inhibición por exceso 
de sustrato. Curiosamente esto no ocurrió con el otro sustrato e incluso a una 
concentración de 100 mM no se llegó a saturación. PpASPG3 muestra un 
comportamiento contrario: se observó una velocidad de reacción mayor para 
β-Asp-Ala que para L-Asn, dentro de un rango de concentración entre 1 y 25 
mM de sustrato. Además, presentó mayor afinidad para el primer sustrato con 
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el que se alcanzó la saturación entre 5 y 10 mM.  Los ensayos de la proteína 
PpASPG2 muestran una baja actividad con ambos sustratos.  
La figura 4.6a resume la actividad catalítica en una sola gráfica para comparar 
la especificidad de sustrato de cada ASPG. A la concentración de 25 mM en la 
que PpASPG1 presentó la máxima actividad para L-Asn, PpASPG2 y PpASPG3 
tenían sólo un 11% y 20% del valor determinado para PpASPG1, 
respectivamente. Con el sustrato β-Asp-Ala la PpASPG1 y PpASPG2 mostraron 
un 23% y 16% de la actividad de PpASPG3. La tabla (Figura 4.6b) contiene los 
valores de Km y Vmax calculados. Se incluye también la razón Vmax/Km como 
indicador de la eficiencia de las enzimas para los sustratos. En el caso de 
PpASPG2 los valores registrados no permitieron calcular de forma fiable las Km. 
La representación por el método de Hanes-Woolf sobre los datos de PpASPG1 
con β-Asp-Ala produjo una recta de regresión con r2 = 0,9964 y la ecuación 
asociada asigna un valor Km de 56,73 mM. Interpretamos este dato como un 
valor aparente ya que no fue posible ensayar la actividad a una concentración 
de 10x Km. Considerando los resultados de esta caracterización concluimos que 
la principal función de PpASPG1 consiste en catalizar la hidrólisis de L-Asn, 
mientras que el papel de PpASPG3 está relacionado con la hidrólisis de 
dipéptidos de isoaspartilo. La diferencia en la velocidad de reacción de 
PpASPG2 para los dos sustratos ensayados no fue significativa según el test 
estadística t de Student (P≤0,05). Suponemos que la PpASPG2 es una enzima 
de poca eficiencia o posiblemente su principal función está relacionada con un 
sustrato que no fue ensayado. 
85
 Figura 4.5 Actividad catalítica de las ASPG de pino con dos sustratos diferentes.  
Las proteínas recombinantes se purificaron de hojas de N. benthamiana agroinfectadas para su 
caracterización. Se determinó la actividad específica (AE) de las tres asparraginasas purificadas 
para los sustratos L-Asn y β-Asp-Ala a diferentes concentraciones. Se representa la cinética de 
cada enzima para los dos sustratos por separado como media de tres medidas ± SD. 
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Figura 4.6 Especificidad de sustrato y parámetros cinéticos para las tres ASPG de pino. 
a) Comparación de la actividad específica de las tres asparraginasas. Para cada sustrato a la
mayor actividad registrada se le asignó el valor de 100% y las actividades relativas de las otras 
enzimas para el sustrato a la misma concentración se expresan como % de ello. Los valores son 
medios entre tres réplicas ± SD. Se realizó una estadística t de Student (P≤0,05) y los valores 
marcados con las mismas letras no son significativamente diferentes. Los demás valores son 
significativos. b) De las curvas de actividad (figura 4.5) que se ajustaron a una cinética de 
Michaelis-Menten se calculó la Km y Vmax mediante una representación por el método Hanes-
Woolf. La velocidad de PpASPG1 con el sustrato β-Asp-Ala no llegó a saturarse a la 
concentración máxima ensayada y se mencionan los valores aparentes marcados con *. La baja 
velocidad de PpASPG2 con ambos sustratos no permitió determinar Km (ND) y se indica la 
máxima velocidad detectada durante el experimento como Vmax. 
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4.3 Estructura de la PpASPG1 madura y mecanismo de 
activación 
 
4.3.1 Análisis de la proteína PpASPG1 madura  
 
El elevado número de residuos presentes en la RV de la subunidad α de las 
asparraginasas dependientes de potasio en coníferas nos hizo plantearnos si 
esta región forma parte de la proteína activada. Con el objetivo de confirmar 
además que el sitio de procesamiento se encuentra en el extremo amino del 
residuo de treonina equivalente al de las asparraginasas de angiospermas, se 
analizó la enzima madura mediante espectrometría de masas. Como esta 
técnica requiere de la proteína en una forma más pura, incluimos un cuarto 
paso en el protocolo de purificación de la proteína recombinante producida in 
planta, consistente en una cromatografía de filtración en gel, tras la cual la 
proteína recombinante PpASPG1 se había purificado con un factor de 26,60 y 
un rendimiento final de 0,57%. 
Se realizó un análisis de espectrometría de masas MALDI-TOF en modo linear 
sobre la muestra pura sin digerir, con el objetivo de determinar el peso 
molecular de las subunidades que forman parte de la proteína madura 
activada. En el espectro (Figura 4.7) el pico de mayor intensidad de 13.325 
m/z sólo difiere en 2 Da del peso teórico para la subunidad β de 13.327 Da. En 
el rango de mayor tamaño la intensidad de los picos disminuye debido a las 
limitaciones de la técnica, pero se observa que la mayor señal tiene una m/z 
de 26.430 la cual es 105 Da inferior al peso teórico para la subunidad α de 
26.535 Da.   
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 Figura 4.7 Análisis de la estructura primaria de la proteína PpASPG1 mediante 
espectrometría de masas. Espectro obtenido por MALDI-TOF en modo linear sobre la proteína 
purificada. El pico de m/z 13325.4473 corresponde con la subunidad β y el de m/z 26430.9824 
con la subunidad α. 
 
Para obtener seguridad sobre la composición de la proteína activa se cargó la 
muestra en un gel de poliacrilamida al 12,5%, los péptidos se separaron por 
electroforesis SDS-PAGE y se visualizaron por tinción Coomassie, 
seleccionándose un total de 10 bandas correspondientes a polipéptidos con 
masa molecular en el rango de 13 a 28 kDa. Todos los péptidos seleccionados 
se digirieron con tripsina y se analizaron con el equipo MALDI TOF en modo de 
reflector. De esta manera nos aseguramos detectar todos los componentes de 
la asparraginasa activa incluso en el caso de que el procesamiento resultara en 
un acortamiento de la subunidad α. El resultado confirmó que las masas 
moleculares de 26.430 Da y 13.325 Da corresponden a las subunidades α y β 
respectivamente. La figura 4.8 muestra la secuencia de la PpASPG1, separada 
en sus subunidades y se muestran los péptidos identificados mediante MALDI 
TOF marcados con colores, los cuales cubren un 76,6% de la secuencia de la 
subunidad α y 60,3% de β. El resultado indica que el sitio de procesamiento 
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del precursor está conservado en la treonina en posición 245 y la metionina en 
la posición 1 no está presente en la enzima madura. Esta eliminación reduce el 
peso teórico de la subunidad α a 26.404 Da y la diferencia de 26 Da con su 
peso real podría deberse a modificaciones postraduccionales. El resto de 
polipéptidos analizados pertenecían a contaminaciones presentes en la 
muestra, principalmente en forma de anhidrasa carbónica. 
Para asegurarnos que la secuencia completa de la RV forma parte de la enzima 
activa, el péptido tríptico derivado del extremo carboxilo de la subunidad α se 
analizó mediante espectrometría en tándem MALDI TOF/TOF. El espectro de la 
fragmentación se muestra en la figura 4.9 y confirma que el proceso de 
activación de la PpASPG1 consiste en un procesamiento que genera dos 
subunidades sin eliminación de ningún fragmento. Además, el enlace peptídico 
sustrato de este procesamiento está conservado en la enzima de pino, y por el 
procesamiento del precursor se genera la Thr245 catalítica en el extremo 
amino de la subunidad β.  
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 Figura 4.8 Péptidos de PpASPG1 identificados por espectrometría de masas en modo 
reflector sobre una muestra digerida con tripsina. a) Esquematización de las subunidades 
resultantes del procesamiento del precursor, con regiones conservadas entre enzimas ortólogas 
(CONS) y la región de secuencia variable (RV). b) Los péptidos identificados por MALDI-TOF 
están marcados sobre la secuencia primaria de la PpASPG1, separada en sus dos subunidades, 
sombreados en verde los péptidos identificados por MALDI-TOF y en amarillo los péptidos que 
han sido fragmentados y cuya secuencia se confirmó por espectrometría de masas en tándem 
MALDI TOF/TOF. La RV está marcada en negrita y la barra que representa la secuencia está 
coloreada como en el esquema del panel a. 
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Figura 4.9 Espectro de fragmentación MS/MS del péptido que corresponde al extremo 
terminal carboxilo de la subunidad α. La secuencia obtenida por MALDI TOF/TOF se lee en 
letra roja en la parte superior del espectro y coincide con la secuencia del último péptido de la 
RV. Las metioninas (M*) están sulfoxidadas.  
 
 
4.3.2 Efecto de alteraciones en la RV sobre el proceso de maduración  
 
Después de haber comprobado que la RV completa forma parte de la proteína 
madura, nos planteamos averiguar si esta secuencia tiene algún efecto sobre 
el proceso de la maduración. Para ello hicimos tres variantes de la PpASPG1 de 
las cuales eliminamos fragmentos progresivamente más grandes de la 
secuencia que precede al residuo catalítico Thr245. La figura 4.10a representa 
las construcciones elaboradas para expresar las proteínas recombinantes in 
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planta. Se siguió el mismo procedimiento de agroinfección y el proceso de 
maduración de los precursores fue analizado en los extractos de las hojas de 
N. benthamiana infiltradas. En la figura 4.10b se muestra la actividad 
asparraginasa medida en los mismos extractos. Los resultados muestran que la 
eliminación de distintas porciones de la RV e incluso toda la región RV no 
suprimió la capacidad del precursor para madurar, ya que detectamos 
actividad asparraginasa en todos los extractos, aunque el valor obtenido fue 
considerablemente menor en el caso de PpASPG1-D1. El análisis mediante 
western blot, mostrado en la figura 4.10c, confirmó la presencia en todos los 
casos de polipéptidos que coinciden con el peso molecular de la subunidad β, 
resultado de un correcto procesamiento en todas las variantes. Sin embargo, a 
diferencia de lo observado para la proteína PpASPG1 no modificada, en los 
extractos de las versiones mutantes de la proteína se detectó la presencia de 
ciertas cantidades de precursor sin procesar. Además, se detectaron 
polipéptidos con un tamaño inferior al del precursor pero superior al tamaño de 
la subunidad β. Puesto que el antígeno reconocido por el anticuerpo anti-HA se 
situó en el extremo carboxilo del precursor, se dedujo que estos polipéptidos 
se corresponden con productos que parecen ser el resultado de 
procesamientos anómalos del precursor en un enlace peptídico erróneo más 
hacia el extremo amino del precursor.  
 
 
93
  
Figura 4.10 Expresión in planta de versiones de PpASPG1 mutadas con eliminaciones 
graduales de la RV. Se utilizó el método de expresión transitoria en hojas de Nicotiana 
benthamiana mediante agroinfección para estudiar el papel de la RV sobre el proceso de la 
activación de PpASPG1.  a) Representación de las diferentes variantes de proteína recombinante 
expresadas in planta. Se eliminaron porciones crecientes de la RV (el número de residuos se 
marca con signo negativo) y las secuencias codificantes resultantes para la subunidad α se 
fusionaron a la secuencia codificante de la subunidad β para reconstruir la secuencia codificante 
del precursor modificada. Todas las construcciones llevan un tag al extremo carboxilo y los pesos 
moleculares teóricos correspondiendo al precursor y subunidades que resultan del 
procesamiento se especifican a la derecha. b) Tras la extracción de las proteínas solubles del 
tejido agroinfiltrado se determinó la actividad con L-Asn 20 mM como sustrato e incluyendo el 
extracto de una hoja infiltrada con el vector sin inserto clonado como control negativo (C-). Se 
representa la actividad media de tres replicas en U por mg de proteína total ± SD. c) Western 
blot de los extractos de proteínas utilizando un anticuerpo contra el tag localizado en el extremo 
carboxilo del precursor.  En cada calle se analizó 50 µg de proteínas totales. FL representa la 
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proteína PpASPG1 completa. D1, D2 y D3, representan las formas modificadas de la proteína por 
eliminación de 14, 42 y 77 aminoácidos de la RV respectivamente, y que en el texto se 
denominan PpASPG1-D1, PpASPG1-D2 y PpASPG1-D3. 
 
 
4.3.3 Capacidad de autoprocesamiento de PpASPG1  
 
Varios autores que han estudiado asparraginasas de especies angiospermas 
observaron un autoprocesamiento in vitro de la proteína recombinante 
expresada en sistemas heterólogos (Borek et al., 2004; Bruneau et al., 2006; 
Gabriel et al., 2012). Sin embargo, esto no fue el caso para la ASPG de Pinus 
sylvestris producida en E. coli , en la cual sólo se observó procesamiento de la 
proteína in vitro tras la adición de extractos de proteína de pino (Cañas et al., 
2007). Según nuestros resultados parece que el proceso de maduración del 
precursor in planta es más eficiente en el caso de la PpASPG1 que en las 
versiones en las que se eliminó parte o toda la RV. Puesto que las proteínas de 
angiospermas en las que se observaron el procesamiento in vitro presentan 
una RV de menor longitud a PpASPG1, se decidió evaluar la capacidad de 
procesamiento in vitro de la proteína mutante de PpASPG1 en la que se eliminó 
completamente la RV (PpASPG1-D3). Procedimos a la purificación de 
PpASPG1-D3 expresada en N. benthamiana, siguiendo el mismo protocolo 
convencional empleado para purificar PpASPG1. La proteína recombinante se 
recuperó con un factor de purificación de 10,73 y un rendimiento de 1,81%. 
Luego, las dos versiones PpASPG1 y PpASPG1-D3 se incubaron durante tres 
días consecutivos a temperatura ambiente para medir la actividad residual 
cada 24 horas. La gráfica en la figura 4.11a muestra la actividad específica 
registrada. La proteína PpASPG1 mantiene una actividad estable durante dos 
días pero se reduce a un 75% el tercer día, posiblemente como resultado de 
desnaturalización o degradación. Sin embargo, para PpASPG1-D3, que carece 
de RV, observamos un aumento continuo de actividad durante todo el tiempo 
de la incubación lo que asociamos a un posible proceso de maduración in vitro. 
Para comprobarlo, las preparaciones purificadas de ambas proteínas 
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recombinantes se analizaron mediante western blot (Figura 4.11b). La 
subunidad α de PpASPG1 fue identificada mediante un anticuerpo que reconoce 
específicamente a la RV y no se aprecian cambios en la intensidad de la señal, 
ya que fue completamente procesada in planta, como se observó en un análisis 
previo (Figura 4.10). Por otro lado, para PpASPG1-D3 que se visualiza 
mediante el anticuerpo contra el péptido HA situado en el extremo carboxilo 
aparece una banda correspondiente al tamaño de la subunidad β que se va 
intensificando con el paso del tiempo, lo que confirmó que el aumento de 
actividad observada fue resultado de la maduración por autoprocesado in vitro 
de parte del precursor PpASPG1-D3.  
 
 
 
Figura 4.11 Análisis de la capacidad de autoprocesamiento in vitro de PpASPG1 y 
PpASPG1-D3. Las proteínas recombinantes purificadas de hojas de N. benthamiana se 
incubaron durante tres días a temperatura ambiente y el proceso de autoactivación fue seguido 
por determinación de la actividad residual cada 24 horas y observación del grado de 
procesamiento mediante western blot. a) Seguimiento durante la incubación de tres días de la 
actividad específica de ambas proteínas producidas in planta. b) Análisis mediante western blot a 
distintos tiempos de la incubación de las proteínas recombinantes producidas in planta. Se 
empleó un anticuerpo específico para la RV en el caso de PpASPG1 y un anticuerpo con el tag HA 
para PpASPG1-D3. Cada calle contiene 2 µg de proteína purificada. P = precursor, α y β = 
subunidades resultantes del procesamiento. 
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Puesto que la PpASPG1 extraída de hojas de tabaco estaba completamente 
procesada, decidimos emplear el sistema heterólogo de E. coli con el objetivo 
de obtenerla en forma de precursor y poder comparar la capacidad de 
autoprocesamiento con la forma PpASPG1-D3. Las dos versiones de proteína 
recombinante se expresaron en células de E. coli mediante el vector pDEST17, 
que incorpora una extensión de poli-His en el extremo amino del precursor. La 
figura 4.12a representa un esquema de las dos variantes expresadas en este 
sistema heterólogo. Se purificaron las proteínas recombinantes en condiciones 
desnaturalizantes a partir de cuerpos de inclusión, usando cromatografía con 
una resina que incluye iones Ni2+. Las proteínas se recuperaron 
mayoritariamente en forma de precursor inactivo y la proporción de proteína 
procesada respecto al total de proteína recuperada fue mayor para PpASPG1 
que para PpASPG1-D3, como se observa en la figura 4.12c. Las proteínas 
recombinantes se incubaron durante tres días como se ha descrito previamente 
para las expresadas in planta, y la figura 4.12b muestra la actividad 
asparraginasa medida cada 24 horas. A tiempo cero la diferencia en el grado 
de procesamiento entre las dos formas se traduce en una mayor actividad en 
PpASPG1, pero mientras pasa el tiempo de incubación la actividad específica 
medida para PpASPG1-D3 aumenta hasta un nivel similar a PpASPG1 a 72 
horas. Aunque la muestra de PpASPG1 también contiene una gran proporción 
de proteína en forma de precursor, como se observa en el gel de electroforesis 
SDS-PAGE teñido con plata (Figura 4.12c), esta no se procesa in vitro ya que 
no se produce un incremento en la actividad catalítica ni en la intensidad de las 
bandas correspondientes a ambas subunidades resultantes del procesamiento. 
Por el contrario, en el caso de PpASPG1-D3 la tinción de plata muestra una 
intensificación de las bandas correspondientes a los productos del 
autoprocesamiento (subunidades α y β), que eran apenas visibles a tiempo 
cero. La expresión de las proteínas recombinantes en el sistema de E. coli 
confirma que la PpASPG1 se procesa más eficientemente dentro del ambiente 
celular que la proteína mutada que carece de RV. Sin embargo, la presencia de 
la RV parece impedir el autoprocesamiento in vitro, ya que la proteína no 
modificada, al igual que la P. sylvestris, es incapaz de autoprocesarse in vitro, 
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mientras que su eliminación genera una proteína capaz de autoprocesarse in 
vitro.  
 
 
 
 
Figura 4.12 Análisis de la capacidad de autoprocesamiento in vitro de PpASPG1 y 
PpASPG1-D3, expresadas en células de E. coli. Las proteínas recombinantes purificadas se 
incubaron durante tres días a temperatura ambiente como descrito para la figura 4.11. a) 
Esquema representando la estructura de las proteínas recombinantes expresadas en células de 
E. coli y el peso molecular teórico.  b) Seguimiento durante la incubación de tres días de la 
actividad específica de ambas proteínas recombinantes producidas en E. Coli. c) Análisis 
mediante electroforesis SDS-PAGE y tinción de plata de las proteínas expresadas en E. coli. P = 
precursor, α y β = subunidades resultantes del procesamiento. Se cargaron 5 µg de proteína 
purificada por pocillo.  
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4.4 Efecto de la RV sobre las características bioquímica de 
PpASPG1  
4.4.1 Efecto de la supresión de la RV sobre las características 
catalíticas de PpASPG1 
Las características bioquímicas de un número de asparraginasas de plantas 
han sido publicadas, pero entre ellas no encontramos características de la 
enzima de especies gimnospermas. A continuación se describen las 
características bioquímicas determinadas para PpASPG1 y, en paralelo, se 
muestran los resultados obtenidos sobre PpASPG1-D3 para comparar posibles 
diferencias debida a la presencia o ausencia de la región variable en el extremo 
carboxilo de la subunidad α.  
La velocidad de la reacción catalizada por PpASPG1-D3 se mantuvo lineal 
durante 90 min a 37°C y fue proporcional a la cantidad de enzima añadida. La 
cinética de la PpASPG1 no modificada ya se describió en la sección 4.2.2, 
donde es comparada con las otras isoformas de asparraginasa en el pino. En la 
figura 4.13a se presenta nuevamente los datos para esta enzima presentando 
la velocidad de la reacción para ambos sustratos en una misma gráfica, con la 
intención de compararlos con la cinética de PpASPG1-D3 que carece de RV 
(Figura 4.13b).  
Las gráficas presentadas en las figuras 4.13c-f muestran el cálculo de los 
valores Km y Vmax para ambos sustratos, para PpASPG1 y PpASPG1-D3. Como 
ya se había descrito previamente en la sección 4.2.2, se observan diferencias 
importantes para ambos sustratos en el caso de la enzima PpASPG1. Sin 
embargo, la eliminación de la RV en PpASPG1-D3 causa cambios importantes 
en los valores de la Km y Vmax para ambos sustratos. De tal forma, que los 
valores de estos parámetros cinéticos son más similares para ambos sustratos 
en el caso PpASPG1-D3. 
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Figura 4.13 Determinación de los valores de Km y Vmax de PpASPG1 y PpASPG1-D3 para 
los sustratos L-Asn y β-Asp-Ala. Se determinó la actividad de ambas proteínas 
recombinantes a concentraciones crecientes de los dos sustratos (a y b) y se calcularon los 
valores de Km y Vmax mediante una representación de los resultados por el método de Hanes-
Woolf para L-Asn (c y d) y β-Asp-Ala (e y f). 
 
En la figura 4.14 se representa la actividad catalítica de PpASPG1 en medios 
tamponados a diferentes pH. La enzima es activa en un rango entre pH 6 y al 
menos hasta pH 9 y muestra una velocidad óptima a pH 8. PpASPG1-D3 
igualmente es más activa a pH 8, pero parece ser más sensible a pH ácidos ya 
que a pH 6 no es activa.  
 
 
 
Figura 4.14 Determinación del pH óptimo para PpASPG1 y PpASPG1-D3. Se ensayó la 
actividad de ambas proteínas con 20 mM de L-Asn como sustrato en diferentes medios 
tamponados con un pH comprendido entre 2 y 9 para ambas proteínas recombinantes. 
 
 
Las gráficas 4.15 a y b muestran la velocidad máxima registrada a diferentes 
temperaturas, en presencia de una concentración saturante del sustrato L-Asn. 
Se observa una diferencia importante entre la enzima PpASPG1 y PpASPG1-
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D3. La reacción de hidrólisis de L-Asn es más eficiente a una temperatura de 
35 a 40°C para PpASPG1-D3 y a temperatura mayor disminuye rápidamente. 
PpASPG1 sin embargo sigue aumentando su velocidad máxima hasta alcanzar 
un máximo a una temperatura de 50 °C. A partir de estos resultados se calculó 
la energía de activación para ambas formas de proteína recombinante 
mediante el ajuste a la ecuación de Arrhenius (Figuras 4.15 c y d). La energía 
de activación determinada para PpASPG1-D3 de 34,24 kJ/mol es mayor que la 
de la proteína en su forma nativa de 27,98 kJ/mol, lo que resulta en una 
menor velocidad de reacción para PpASPG1-D3.   
 
 
 
Figura 4.15 Determinación de la temperatura óptima y energía de activación (Ea) para 
PpASPG1 y PpASPG1-D3.  Se ensayó la actividad de ambas proteínas con 20 mM de L-Asn 
como sustrato a diferentes temperaturas (a y b) y la representación de los valores 1/T frente a 
ln Vmax nos permitió calcular la energía de activación para las dos formas de la enzima (c y d). 
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4.4.2 Contribución de la RV a la estabilidad de la enzima PpASPG1  
 
Después de haber observado que PpASPG1 mantiene su capacidad catalítica a 
una temperatura tan elevada como 50°C, quisimos obtener más información 
sobre la estabilidad térmica de esta enzima. Incubamos a 40°C, 50°C, 60°C y 
70°C soluciones de las proteínas PpASPG1 y PpASPG1-D3 recombinantes 
purificadas, retirando alícuotas cada 5 minutos, que se mantuvieron en hielo. 
La actividad residual de la enzima se determinó y la figura 4.16 muestra los 
resultados representados como % de la actividad observada a tiempo cero. Se 
observa que la PpASPG1 es una proteína que resiste una temperatura de 50°C 
e incluso después de 30 minutos a 60°C mantiene hasta un 75% de su 
actividad. Por otro lado, la estabilidad térmica de PpASPG1-D3 resulta bastante 
inferior. La actividad residual tras 30 min a 50°C se ve reducida 
aproximadamente a la mitad y una temperatura de 60°C provoca la 
desnaturalización inmediata de la enzima. La temperatura de 70°C necesaria 
para desnaturalizar PpASPG1, no fue ensayada para PpASPG1-D3.  
 
 
 
Figura 4.16 Ensayo de la estabilidad térmica de PpASPG1 y PpASPG1-D3 a diferentes 
temperaturas. Las proteínas recombinantes se incubaron a diferentes temperaturas y se 
tomaron alícuotas a intervalos de 5 minutos, en las cuales se determinó la actividad 
asparraginasa.  Se representan como % en actividad residual con respecto al control sin 
incubación previa. Los valores son la media de tres réplicas ± SD.  
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4.4.3 Papel del ion potasio en la actividad de PpASPG1 y relación con la 
RV0,05) 
 
Según el análisis filogenético presentado en el apartado 4.1 la estructura 
primaria de la proteína PpASPG1 es más similar a la de las asparraginasas 
dependientes de potasio. Dado que esta clasificación está basada en resultados 
obtenidos en especies angiospermas se consideró comprobar si el ion tiene la 
misma importancia para la actividad de esta isoforma en coníferas. 
Determinamos la actividad asparraginasa en presencia de diferentes iones 
incluidos en el medio tamponado en forma de sus correspondientes sales con 
el ion cloruro a una concentración de 50 mM. La figura 4.17a muestra la 
actividad de la enzima expresada en % con respecto a la mayor actividad 
registrada a la cual se asignó un valor de 100%. Tanto la enzima PpASPG1 
como PpASPG1-D3 presentaban la mayor actividad en el medio con potasio. En 
presencia de otros iones monovalentes o ninguno (H20) la actividad bajó en 
promedio a un 63% para PpASPG1 y al 75% en el caso de PpASPG1-D3. Para 
ambas variantes, la diferencia entre la actividad determinada en el medio con 
potasio y la en los otros medios tamponados fue significativa según el test t de 
Student (P≤0,05). 
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Figura 4.17 Efecto del ion potasio sobre la actividad catalítica y la estabilidad térmica 
de PpASPG1 y PpASPG1-D3. a) La actividad catalítica de las proteínas recombinantes se 
determinó en un medio tamponado en presencia de diferentes cationes metálicos monovalentes, 
en la forma de su correspondiente sal a 50 mM y se incluyó también una reacción sin ningún 
catión metálico monovalente. La mayor actividad se registró en el tampón con el ion potasio y 
los otros resultados se presentan como actividad porcentual de ésta. Se realizó una estadística t 
de Student (P≤0,05) y los valores marcados con * son significativamente diferentes. b) Para 
estimar el efecto protector del ion potasio contra la inactivación térmica se incubaron alícuotas 
de las enzimas a 22°C y 37°C, en presencia y ausencia de KCl 50 mM. Se retiraron alícuotas a 
diferentes tiempos a lo largo de 3 días y la actividad residual fue determinada. Las velocidades 
medidas son expresadas en % con respecto a muestras no previamente incubadas.  
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Con el objetivo de averiguar si el potasio tiene un efecto protector frente a la 
desnaturalización térmica se mantuvieron soluciones de las proteínas 
recombinantes purificadas a 22°C o 37°C durante tres días, en presencia o 
ausencia de 50 mM KCl. Se tomaron alícuotas a las 8, 24, 48 y 72 horas y se 
determinó la actividad residual. En la figura 4.17 b y c se presentan los 
resultados para las dos proteínas recombinantes (PpASPG1 y PpASPG1-D3), 
expresados en % de actividad residual en comparación con muestras control 
que no se sometieron al tratamiento de temperatura previo a la medida de la 
actividad. La enzima no modificada se mantuvo estable durante al menos tres 
días a 22°C independientemente de la presencia de potasio, pero a 37°C se 
observó una mayor disminución de actividad en ausencia del ion. El efecto 
protector del ion potasio fue más aparente en el caso de PpASPG1-D3. A una 
temperatura de 22°C la velocidad de reacción de esta enzima aumentó con el 
paso del tiempo, tanto en presencia como en ausencia del ion potasio, debido 
al procesamiento in vitro de los precursores presentes en la muestra, como se 
describió en el apartado 4.3.3. Sin embargo, en ausencia del ion potasio el 
aumento de la actividad catalítica en el tiempo resultó ser menor. A la 
temperatura de 37°C el efecto protector del ion potasio es más contrastado 
desde el inicio de la incubación. Así, tras 24 horas a 37°C se mantuvo un 
69,76% de la actividad inicial en presencia de potasio, mientras que en su 
ausencia no se detectó actividad alguna. 
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4.5 Caracterización de la región promotora de PpASPG1 
 
4.5.1 Aislamiento de la región promotora del gen PpASPG1 
 
Con objeto de iniciar el estudio de la regulación transcripcional del gen 
PpASPG1 aislamos la secuencia promotora mediante una estrategia de Genome 
Walker. Se hicieron tres réplicas individuales que produjeron fragmentos de 
promotor de dos tipos. La figura 4.18 es una representación esquemática de la 
composición de los fragmentos aislados. En dos eventos de amplificación (tipo 
GW1) la secuencia total de 1633 nucleótidos abarca 1409 pares de bases de 
región promotora, la región 5´UTR de 129 pb y 95 pb del primer exón del ORF 
para la asparraginasa (fragmento denominado tipo GW1). Cuando hicimos un 
tercer evento de amplificación sobre la misma genoteca de DNA con los 
mismos cebadores, se amplificó un fragmento de tamaño inferior, de 1347 pb, 
que comparte con el tipo GW1 una región proximal de 437 pb, además de la 
secuencia 5´UTR y el primer exón del gen. Sin embargo, la región distal del 
promotor no presenta ninguna similitud con la secuencia del tipo GW1 y 
además contiene una secuencia de 231 pb que contiene un fragmento parcial 
del ORF codificante para la malato deshidrogenasa (MDH) de Pinus pinaster 
(fragmento que denominamos tipo GW2).  
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Figura 4.18 Representación esquemática de las secuencias promotoras de PpASPG1 
aisladas. Mediante la técnica Genome Walking se aislaron en tres eventos independientes un 
total de dos fragmentos de promotor diferentes en P. pinaster, denominados Pin-GW1 y Pin-
GW2. Las secuencias comparten entre ellas la región proximal, el 5´UTR y una fracción del 
primer exón del ORF delimitada por el cebador reverso. Estas secuencias están también 
presentes en un fragmento de DNA genómico aislado directamente a partir de DNA genómico de 
P. pinaster (Pin-DNA) empleando cebadores derivados de la secuencia de Pin-GW2, y otro 
aislado mediante Genome Walking en P. sylvestris (Sylv-GW). Para facilitar su identificación en 
el esquema las secuencias compartidas se marcan con los mismos colores. La región distal del 
promotor difiere entre los amplificados Pin-GW1 y Pin-GW2, teniendo la secuencia distal de Pin-
GW2 más similitud con las secuencias distales de Pin-DNA y la del promotor de P. sylvestris 
Sylv-GW, aunque este último no presenta la inserción de un fragmento del ORF de Malato 
deshidrogenasa (MDH). Las distintas posiciones de los nucleótidos de la región promotora están 
marcadas con signos negativos, mientras que los de la secuencia transcrita se marcan con 
números positivos.  
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Consideramos la posibilidad de que el fragmento aislado tipo GW2 fuera un 
artefacto de la técnica aplicada, producto de la ligación de fragmentos no 
contiguos en el genoma durante la síntesis de las genotecas. Para comprobar 
la existencia de estas secuencias en el genoma del pino se diseñaron 
cebadores en dirección sentido sobre las secuencias promotoras aisladas de los 
dos tipos y se extrajo DNA genómico de los cotiledones de plántulas 
germinadas a partir de semillas originando de la Sierra de Alcaraz (España). La 
combinación del cebador tipo GW2 con el cebador de la secuencia localizada en 
el exón de la asparraginasa produjo un fragmento de 1283 pb (Pin-DNA) casi 
idéntico a la secuencia aislada tipo GW2, igualmente presentando la fracción 
codificante para MDH aunque desplazada 57 pb más hacia 5´. Una secuencia 
promotora de ASPG de 823 pb previamente aislada por nuestro grupo de 
investigación de Pinus sylvestris (Sylv-GW) comparte también la región 
proximal del promotor y presenta mayor similitud con el fragmento GW2 que 
GW1, con la excepción de que el promotor de esta especie no incluye el 
fragmento que codifica MDH. Con los cebadores específicos del extremo 5´del 
fragmento tipo GW1 no obtuvimos una buena amplificación sobre el DNA 
genómico después de varios intentos.  
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4.5.2 Análisis in silico de la secuencia promotora  
 
Las secuencias de promotores aisladas se analizaron in silico, mediante 
rastreos en bases de datos de elementos cis de promotores de plantas. El 
esquema de la figura 4.19 representa la posición dentro de la región 
promotora de los posibles elementos reguladores cis más relevantes y para su 
comparación se muestran también los resultados sobre las regiones 
promotoras de asparraginasas de otras coníferas (P. sylvestris, P. taeda y P. 
abies) y dos especies modelo de angiospermas (A. thaliana y P. trichocarpa). 
El esquema ilustra el alto grado de conservación de la región promotora 
proximal de ASPG en coníferas. La región distal por otro lado apenas presenta 
homología en cuanto a la ubicación de los sitios cis y aunque el promotor de P. 
sylvestris tiene una mayor similitud al promotor tipo GW2 en la región distal, 
las diferencias en nucleótidos existentes resultan en diferencias en elementos 
reguladores cis según las bases de datos consultadas. La distribución de los 
elementos reguladores en especies angiospermas no tiene similitud con las 
coníferas, pero varias de las mismas cajas están presentes en regiones más 
distales del promotor. El análisis in silico muestra en el promotor proximal la 
presencia de elementos cis relacionados con respuestas a las hormonas ABA y 
jasmonato, además de a algunas condiciones de estrés, que causan cambios 
en los niveles de transcritos del gen en plántulas como se describe en el 
apartado 4.6.3. 
 
En la región distal del promotor, la inserción del fragmento ORF para MDH en 
la secuencia GW2 curiosamente introduce tres elementos cis que también 
presenta el promotor distal GW1. Aparte de las cajas presentadas en la figura 
el análisis in silico identificó numerosos posibles elementos relacionados con un 
control por luz, factores de transcripción, más factores de estrés y 
fitohormonas las cuales por razones de claridad no se han incluido en el 
esquema. Con la presencia de una caja TATA en posición -30, la secuencia 
aislada reúne los requisitos mínimos para constituir un promotor funcional. 
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Figura 4.19 Posición de elementos cis en las regiones promotoras de asparraginasas 
de varias especies.  Los dos tipos de secuencias de promotor aislados de P. pinaster (Pin-GW1 
y Pin-GW2) y de P. sylvestris (Sylv-GW) se analizaron in silico para buscar elementos 
regulatorios cis y se compararon con los ortólogos de algunas otras especies. El esquema 
representa las posibles cajas reguladoras más relevantes con un código de colores y sus 
localizaciones en cada fragmento amplificado respecto a la secuencia de nucleótidos indicada con 
números en la parte superior de cada promotor. La barra que representa el fragmento de 
promotor mantiene los mismos colores como la figura 4.18 para las regiones que presentan más 
similitud entre ellas. 
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4.5.3 Análisis funcional de la región promotora 
 
Para comprobar la actividad promotora de las secuencias aisladas y arrojar luz 
sobre la funcionalidad de ambas variantes se realizó un ensayo funcional en un 
sistema heterólogo, consistente en hojas de N. benthamiana transformadas 
con una construcción para testar si la expresión del gen delator luciferasa es 
dirigida por los promotores tentativos del gen PpASPG1. El esquema de la 
figura 4.20a resume las secuencias que se introdujeron en el vector pBI121, 
en posición 5’ respecto a la región codificante de luciferasa. En el panel b de la 
misma figura se muestra la actividad luciferasa detectada por mg de proteínas 
solubles en los extractos de las hojas infiltradas. En tres réplicas 
independientes la secuencia completa de la región promotora tipo GW1 produjo 
el triple de expresión del gen delator que la secuencia tipo GW2 y hasta siete 
veces más actividad que sólo el promotor proximal. En el control positivo se 
detectó una luminescencia más de un orden de magnitud mayor al observado 
con la construcción que incluía el fragmento GW1. Extractos de hojas no 
infiltradas no produjeron luminescencia (datos no presentados). También 
analizamos la luminescencia relativa por mg de proteína soluble en extractos 
de Agrobacterium tumefaciens previo a la infiltración de las plantas. La 
presencia de un promotor Lac en el vector pBI121 en posición 5’ a la 
localización del promotor induce una expresión del gen delator en las células 
de A. tumefaciens (Chen and Winans, 1991). La actividad luciferasa en 
Agrobacterium, dirigida por este promotor Lac, es mayor para la construcción 
con el promotor proximal inserto que para las otras construcciones, como se 
observa también en la figura 4.20b. La mayor longitud en nucleótidos de 
promotores insertos en las otras construcciones produce una menor expresión 
luciferasa en A. tumefaciens.  
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Figura 4.20 Análisis funcional de las regiones promotores de PpASPG1 por 
agroinfiltración en hojas de N. benthamiana.  a) Representación esquemática de los 
fragmentos de promotor clonados en el vector pBI121 para dirigir la expresión del gen delator 
de luciferasa. Se hicieron construcciones con las secuencias completas de los dos tipos 
amplificadas por Genome Walker (GW1 y GW2) y una versión más corta que sólo contiene la 
secuencia conservada proximal. Como control positivo se introdujo el promotor 35s del virus de 
mosaico de coliflor (CaMV). b) Tres días después de la agroinfiltración se determinó la 
luminescencia por mg de proteínas totales en los extractos de tejidos infiltrados de N. 
benthamiana. Se realizó una estadística t de Student (P≤0,05) y los valores marcados con * son 
significativamente diferentes. La actividad luciferasa detectada en los cultivos de A. tumefaciens 
se presenta como control negativo del experimento y para todas las construcciones fue 
significativamente inferior a la actividad determinada en las plantas.  
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Para evitar alteraciones en la eficiencia de expresión in planta, hemos preferido 
no manipular la secuencia del promotor Lac en el vector y utilizar la actividad 
debido a la expresión en Agrobacterium como control negativo.  En tres 
réplicas independientes, la actividad luciferasa en N. benthamiana dirigida por 
los promotores GW1 y GW2 superó a la observada para la construcción que 
porta el promotor proximal, aunque según el test estadístico t de Student la 
diferencia entre GW2 y el promotor proximal no es significativa (P≤0,05). En 
Agrobacterium es en el promotor proximal que se detecta mayor actividad del 
gen delator y para todas las construcciones la actividad luciferasa es 
significativamente inferior a la registrada en las plantas. Estos resultados 
indican que el promotor aislado tipo GW1 debe contener en su región distal 
un(os) elemento(s) que aumentan el nivel de expresión del gen delator in 
planta. 
 
4.5.4 Variabilidad genómica en los promotores de PpASPG1 de 
diferentes poblaciones de P. pinaster 
 
Los pinos tienen una gran capacidad de adaptación (Sanchez-Gomez et al., 
2010) y como la asparraginasa parece tener un papel en la adaptación del 
árbol a las condiciones internas y externas (ver sección 4.6), cambios en la 
regulación de este gen podría determinar modificaciones en la capacidad de 
respuesta de distintas poblaciones. Para obtener una idea sobre la variabilidad 
genética del gen de asparraginasa aislamos las secuencias promotoras de 
PpASPG1 en pinos de 11 procedencias diferentes. Sobre DNA extraído de sus 
acículas amplificamos las regiones promotoras usando cebadores específicos 
sobre las secuencias aisladas previamente en combinación con los cebadores 
antisentido sobre el primer exón del gen. Varios intentos empleando como 
cebador en 5´ oligonucleótidos derivados de las secuencias de la región distal 
no produjeron ninguna amplificación y sólo obtuvimos fragmentos más cortos 
con cebadores diseñados sobre la zona del promotor proximal, común entre los 
tipos GW1 y GW2. Suponemos que la región distal de este gen presenta mucha 
variación entre poblaciones o incluso entre individuos. Requiere de más 
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experimentos y/o diferentes métodos para averiguar si esto es el caso y hasta 
que nivel la región distal influye en la expresión del gen. La figura 4.21 
presenta los SNPs encontrados entre las secuencias de promotor proximal de 
437 pares de bases, la región 5´UTR y el primer exón del ORF para PpASPG1. 
Dentro del promotor hay un total de 5 nucleótidos que presentan variación 
entre las poblaciones.  
 
La variación de G a C mostrada en el mapa número 1 provoca la pérdida de un 
elemento cis de respuesta rápida a deshidratación (erf) en la población de la 
Sierra de Alcaraz, cambio que comparte con la secuencia aislada tipo GW2 y un 
alelo de un individuo de Puerta de la Vega. El mapa número 2 indica en color 
naranja las poblaciones que por el cambio de C a A han perdido un elemento 
regulatorio de función desconocida, un cambio también encontrado en un alelo 
en las poblaciones marcadas en color negro. El cambio presentado en el mapa 
nr 3 de G a C en los árboles de origen francés introduce una caja de respuesta 
a jasmonato en la cadena antisentido con una secuencia central CGTCA. El SNP 
representado en el mapa número 4 donde G pasa a A en la población de Sierra 
de Alcaraz (y el evento Genome Walker tipo 2) hace que se pierda la caja cis 
de respuesta a la hormona ABA, como se observa también en la figura 4.20 en 
la secuencia GW2.  
  
El primer nucleótido del transcrito tiene variación entre las poblaciones y en 
esta posición también se localiza un elemento de regulación cis con función 
desconocida sólo presente en las poblaciones marcadas con color morado en el 
mapa número 5. Dentro del 5´UTR hay otro nucleótido que es diferente en el 
individuo de la Sierra de Alcaraz (mapa número 6) que comparte este cambio 
con la secuencia GW2. En la población de Oria marcada de color naranja en el 
mapa número 7 detectamos un cambio en la región codificante que se traduce 
en el cambio Gln23  Lys, también presente en la secuencia aislada GW1. La 
totalidad de 5 SNPs en los promotores proximales de las poblaciones podría 
tener un efecto sobre la regulación transcripcional de la ASPG en pino, lo cual 
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podría estar relacionado con las distintas capacidades adaptativas de las 
diferentes procedencias. 
 
 
 
 
Figura 4.21 Variación genética en la secuencia proximal del promotor de PpASPG1 en 
individuos de diferentes procedencias. Se amplificó mediante PCR fragmentos genómicos 
que incluían la región proximal de los promotores, el 5´UTR y el primer exón del gen, a partir de 
DNA genómico extraído de plántulas de 11 poblaciones de Pinus pinaster, distribuidas entre 
Francia, España y Marruecos (ver figura 3.2 para más detalle). El esquema representa las 
secuencias de los fragmentos de DNA aislado y las flechas indican las posiciones de SNPs, 
marcándose los nucleótidos de las posiciones polimórficas en violeta o naranja. En los mapas 
conectados con los SNPs las poblaciones se colorean correspondiendo al color del nucleótido que 
presentan y en las poblaciones marcadas en negro se encontraron ambas variantes en diferentes 
eventos de secuenciación. Los distintos mapas están etiquetados con números en la parte 
superior para una fácil referencia a los mismos en el texto. Algunos posibles elementos cis 
regulatorios son afectados por los SNPs (Erf = elemento de respuesta a deshidratación, MeJA = 
elemento de respuesta a metil-jasmonato, ABA = elemento de respuesta a ABA). 
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4.6 Perfiles de expresión de los genes de asparraginasa de 
pino 
4.6.1 Perfiles transcripcionales de los tres genes de asparraginasas 
durante las fases de desarrollo temprano del pino 
Con el objetivo de ampliar nuestra información sobre la función de las 
asparraginasas en el desarrollo del pino se obtuvieron los perfiles de 
abundancia relativa de mRNA de los tres genes en plántulas de diferentes 
estadios de desarrollo. Los cotiledones, hipocótilos y radículas se separaron y 
la cantidad relativa de transcritos de los tres genes se determinó mediante 
qRT-PCR y se presenta en la figura 4.22. PpASPG3 es el gen que presentó 
niveles más bajos de mRNA en todos los órganos y estadios. En cuanto al gen 
PpASPG2, la cantidad de transcritos aumentó gradualmente en el cotiledón, 
mientras que en el hipocótilo y la radícula sólo se observó un aumento en el 
estadio de desarrollo más avanzado, duplicándose el nivel de mRNA respecto a 
los estadios anteriores. Este aumento con el desarrollo también se observa 
para el gen PpASPG1 en cotiledones, y especialmente en hipocótilo donde la 
abundancia en estadio E5 es el triple del estadio E2. Los hipocótilos de ambos 
estadios se diferencian por pasar de un tejido verde fotosintéticamente activo 
y con un limitado desarrollo vascular a un tejido con un sistema vascular más 
desarrollado que empieza a organizar los haces vasculares en la característica 
estructura cilíndrica (Cañas et al., 2007). En las radículas este gen tiene un 
alto nivel de transcritos ya desde el primer estadio de desarrollo, hasta 10 
veces mayor que en cotiledones. Un análisis estadístico mostró diferencias 
significativas entre órganos y entre estadios de desarrollo para los tres genes.  
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Figura 4.22 Niveles relativos de transcritos de los tres genes de asparraginasa de pino 
en diferentes estadios de desarrollo de plántulas. Los niveles relativos de mRNA se 
determinaron mediante qRT-PCR en tres órganos y se representan las medias de tres réplicas ± 
SD. Los estadios de desarrollo se determinaron según la morfología descrita en la tabla 3.1. Se 
realizó una estadística t de Student (P≤0,05) y los valores marcados con letras distintas son 
significativamente diferentes.   
 
 
Dado el alto nivel de mRNA del gen PpASPG1 observado en las radículas se 
decidió analizar la distribución de los mensajeros para los tres genes en 
diferentes partes de este órgano, para obtener una imagen más detallada de 
su distribución. Se emplearon radículas de plántulas en el estadio E4, las 
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cuales se seccionaron en trozos de 1 cm y también se analizaron las radículas 
de plántulas en estadio E0. Como se observa en la figura 4.23, el nivel de 
transcritos del gen PpASPG1 en la parte más desarrollada (R2, R3, R4) de la 
radícula es 6 veces mayor al nivel en el ápice de la radícula (R1). Los niveles 
más bajos se observaron en la radícula recién germinada del estadio E0 (G), 
un tejido con aspecto similar a la muestra R1. 
 
 
 
Figura 4.23 Abundancia relativa de transcritos de los tres genes de asparraginasa a lo 
largo del eje vertical de las radículas de plántulas del estadio E4 y en radículas del 
estadio E0. Las radículas se seccionaron en trozos de 1 cm a partir del ápice (R1 hasta R4) y de 
las plántulas en estadio E0 se recolectó 1 cm de la radícula emergida (G). Los niveles relativos 
de los transcritos en las diferentes partes de tejido se determinaron por qRT-PCR y representan 
valores medios de 3 réplicas ± SD. Valores significativamente diferentes están marcados con 
letras distintas. 
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Por otro lado, en el caso del gen PpASPG2, el patrón de mRNA fue similar al de 
PpASPG1, pero las diferencias en los niveles relativos entre el ápice o la 
radícula recién germinada y las regiones más desarrolladas de la radícula 
fueron menores. Finalmente, el nivel relativo de mRNA del gen PpASPG3 
disminuyó ligeramente desde el ápice a la parte superior más desarrollada de 
la raíz, observándose los niveles más bajos en la radícula recién germinada. 
 
Puesto que el nivel de transcritos de PpASPG1 y PpASPG2 aumentó en los 
estadios más avanzados del desarrollo del hipocótilo, se analizaron los niveles 
de transcritos de ambos genes en tallos de pinos con una edad de 2 años, para 
determinar si estos genes siguen desempeñando una función en tallos y si su 
expresión está asociada al grado de diferenciación del mismo. Para ello, 
dividimos los tallos de tres individuos en tres partes como se muestra en la 
figura 4.24. En la foto se diferencian morfológicamente las fracciones de la 
planta de nuevo crecimiento “brote”, del año anterior “tallo superior” y del 
primer año “tallo inferior”. Se observa que ambos genes se expresan en las 
tres secciones de tallo analizadas. En el caso del gen PpASPG1 los niveles de 
transcrito fueron similares en las tres secciones, mientras que en el caso del 
gen PpASPG2 se apreció un ligero incremento de los niveles de mensajero 
desde el brote a la base del tallo. 
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Figura 4.24 Niveles relativos de mRNA de los genes PpASPG1 y PpASPG2 a lo largo del 
eje vertical del tallo. Los niveles relativos de mRNA de los dos genes se determinaron por 
qRT-PCR en distintas secciones de tallos de plántulas con una edad de dos años. Los tallos de 
tres individuos se dividieron en tres partes como muestra la foto y se representan las medias de 
los niveles relativos de tres réplicas ± SD. Los valores significativamente diferentes según el test 
t de Student (P≤ 0,05) están marcados con letras distintas. 
 
 
Para evaluar la actividad del gen PpASPG1 en individuos adultos se cuantificó 
los niveles de sus transcritos en muestras de árboles de 20 años de edad, 
tomadas en dos meses diferentes del año, marzo y mayo, cuando se espera 
una mayor actividad metabólica en el cambium vascular relacionado con la 
formación de la pared celular y el crecimiento secundario. La figura 4.25 
muestra los niveles de mRNA relativos en las muestras recolectadas en marzo. 
En todos los individuos observamos que el xilema en diferenciación es el tejido 
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con el menor nivel de transcritos, mientras que en acículas, brotes y la 
muestra de floema y cambium observamos mayores niveles relativos de 
transcrito, aunque variable entre individuos.  
 
 
 
 
  
Figura 4.25 Niveles relativos de mRNA de PpASPG1 en tejidos de árboles adultos 
muestreados en marzo. La abundancia relativa de los transcritos de PpASPG1 se determinó en 
4 árboles adultos en el mes de marzo del año 2008. Los tejidos analizados son acículas (AC), 
brotes (BR), floema maduro que contiene también la región del cambium vascular (F/CM) y 
xilema maduro (XM). Los valores representan tres réplicas técnicas ± SD y los que tienen 
distintas letras son significativamente diferentes. 
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En la figura 4.26, que muestra los resultados de las muestras recogidas en el 
mes de mayo, se observa que el xilema maduro sigue siendo el tejido con la 
menor cantidad de transcritos, mientras que en el resto de las muestras 
analizadas se observa algo similar a lo descrito para el mes de marzo, 
presentando una mayor variación en los niveles entre individuos. 
Figura 4.26 Niveles relativos de mRNA de PpASPG1 en tejidos de árboles 
adultos muestreados durante el mes de mayo. La abundancia relativa de los 
transcritos de PpASPG1 se determinó en 4 árboles adultos en el mes de mayo del año 
2008, tal y como se ha descrito en la figura 4.25. 
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4.6.2. Respuesta de los genes ASPG, δ-OAT y GS1b a la disponibilidad 
de nitrógeno 
 
Varios trabajos publicados han sugerido una relación entre la expresión de la 
asparraginasa y el estado de nitrógeno interno o el balance N/C en la planta 
(Scheible et al., 2004; Gutiérrez et al., 2007; Canales et al., 2010). Con el 
propósito de entender mejor el papel de las asparraginasas en la adaptación de 
la plántula a situaciones con distinta disponibilidad de nitrógeno, analizamos 
los niveles relativos de los mRNA en diferentes condiciones nutricionales. Se 
usaron plántulas en el estadio E4, las cuales habían consumido completamente 
el megagametofito y la cubierta seminal o tegumento se había separado de los 
cotiledones. Las plántulas se dividieron en tres grupos, los cuales se regaron 
una vez por semana durante un total de 5 veces con una solución nutritiva sin 
ninguna fuente de nitrógeno o suplementada con sulfato de amonio a 3 mM o 
10 mM. La abundancia relativa de transcritos fue determinada a corto plazo 
(24 horas después del primer riego, Figura 4.27) y a largo plazo (29 días 
después del primer riego, Figura 4.28). Se observaron cambios significativos 
para todos los genes y en casi todos los órganos entre los grupos que 
disponían de N con respecto al grupo sin N, tanto a corto plazo como a largo 
plazo. La cantidad de mRNA del gen PpASPG1 aumentó considerablemente a 
corto plazo, especialmente en cotiledones donde llegó a alcanzar un nivel hasta 
12 veces más elevado que en las plántulas sin disponibilidad de nitrógeno y 
apenas se encontraron diferencias entre los tratamientos con 3 y 10 mM de 
(NH4)2SO4. Los otros dos genes de asparraginasa mostraron una respuesta 
contraria. La inducción observada en los niveles de mRNA de PpASPG1 
persistió a largo plazo en cotiledón y radícula. Para el gen PpASPG2 se aprecia 
una mayor disminución de los niveles de transcrito en cotiledón y radícula en 
respuesta al tratamiento a largo plazo con 10 mM de (NH4)2SO4 en 
comparación con el tratamiento a corto plazo. El efecto negativo de los 
tratamientos con ambas concentraciones de (NH4)2SO4 sobre los niveles de 
transcrito del gen PpASPG3 en cotiledones y del tratamiento con 10 mM de 
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(NH4)2SO4 sobre los niveles de transcrito en hipocótilo y radícula se mantuvo 
tras 29 días de tratamiento.   
 
 
 
 
 
Figura 4.27 Abundancia relativa de transcritos de los tres genes de asparraginasa en 
respuesta a corto plazo a la disponibilidad de una fuente de nitrógeno. Tres grupos de 
plántulas del estadio de desarrollo E4 se regaron con distintas soluciones, un grupo con una 
solución nutritiva sin ninguna fuente de nitrógeno, el segundo grupo con la adición de 3 mM de 
sulfato de amonio y el tercer grupo con 10 mM de sulfato de amonio. Los niveles relativos de 
transcritos de los tres genes se determinaron mediante qRT-PCR a 24 horas tras los 
tratamientos. Los valores representan medios de 3 réplicas ± SD. Los valores significativamente 
diferentes según el test t de Student (P≤0,05) son marcados con distintas letras. 
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Figura 4.28 Abundancia relativa de transcritos de los tres genes de asparraginasa en 
respuesta a la disponibilidad de una fuente de nitrógeno a largo plazo. Los niveles 
relativos de mRNA se determinaron a largo plazo (29 días después del primer riego) y se 
presentan de la misma manera como en la figura 4.27. 
 
 
Para obtener una visión más amplia del efecto de los tratamientos realizados 
sobre el metabolismo del nitrógeno en plántulas de pino, se analizaron también 
los niveles de mRNA de otros dos genes relacionados: la ornitina-δ-
aminotransferasa (δ-OAT) y glutamina sintetasa (GS1b). En la figura 4.29 se 
observa una respuesta positiva a la presencia de una fuente de nitrógeno por 
parte del gen δ-OAT que resultó ser parecida a la observada para el gen 
PpASPG1 con un aumento en la cantidad de transcritos y especialmente en 
cotiledones a largo plazo. Por el contrario, la única respuesta destacable del 
gen GS1b fue un aumento de sus niveles de transcritos en cotiledones tras 
ambos tratamientos con (NH4)2SO4 a largo plazo.  
 
126
  
 
 
Figura 4.29 Niveles relativos de transcritos de los genes δ-ornitina aminotransferasa 
(δ-OAT) y glutamina sintetasa (GS1b) en respuesta a la disponibilidad de una fuente 
de nitrógeno.  La abundancia relativa de transcritos de los dos genes se determinó de la misma 
manera como se ha descrito en la figura 4.27. 
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4.6.3 Efecto de factores de estrés sobre la expresión de PpASPG1 y 
PpASPG2 en plántulas 
 
Análisis del transcriptoma en diversas especies de plantas, como soja, algodón, 
arabidopsis o Taxus chinensis han incluido a genes de asparraginasa entre 
aquellos cuya expresión varía en respuesta a factores de estrés o a hormonas 
relacionadas con la respuesta a estrés como el jasmonato (Cho et al., 2007; 
Dubey et al., 2013; Aceituno et al., 2008; Li et al., 2012). Para determinar si 
la ASPG de pino también tiene una función en los procesos de defensa o 
adaptación sometimos plántulas jóvenes a diferentes tratamientos. Conjuntos 
de plántulas en estadio E1 se dividieron en diferentes grupos experimentales y 
se determinaron los niveles relativos de mRNA de los genes PpASPG1 y 
PpASPG2 en diferentes tejidos y tiempos después de aplicarles un tratamiento 
simulando algunos factores de estrés o aplicando sobre la planta soluciones de 
ácido abscísico o ácido jasmónico. Se representa la respuesta de los genes 
como la razón entre la abundancia de transcritos en condiciones de estrés con 
respecto a plántulas control que no recibieron ningún tratamiento. 
 
La figura 4.30 muestra los resultados observados para ambos genes a un 
tratamiento con una solución de jasmonato 100 µM. Se observa que el nivel de 
transcritos del gen PpASPG1 cambia rápidamente y varía dentro de la plántula 
espacial y temporalmente. La aplicación de la hormona produjo un aumento de 
mensajeros de 6 veces en cotiledones, pero una disminución en hipocótilos y 
radículas a tan sólo 2 horas tras aplicar la hormona. Con el paso del tiempo el 
efecto inductor se reduce en cotiledones, pero se traslada a los otros tejidos 
donde a las 24 horas se presenta un aumento hasta 7 veces en hipocótilos y 
de 2 veces en radículas. Para el gen PpASPG2, igualmente se observaron 
cambios en el nivel de mRNA en respuesta a la aplicación de jasmonato, pero 
de menor amplitud que los observados para el gen PpASPG1.  
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Figura 4.30 Abundancia relativa de mRNA de PpASPG1 y PpASPG2 en respuesta a 
jasmonato 100 µM. Plántulas en estadio E1 se sometieron a un tratamiento con la hormona y 
los niveles relativos de mRNA de ambos genes se determinaron mediante qRT-PCR a 2h, 6h y 
24h después de aplicar el tratamiento. Se representa la relación de transcritos en los grupos 
experimentales con respecto a las plantas control que no recibieron ningún tratamiento. Los 
valores significativamente diferentes a las muestras control según el test t de Student (n = 3) 
son marcados con * (P≤0,05). El cambio relativo se calculó sobre la media de las 3 réplicas 
técnicas de los grupos experimentales con respecto a la media del grupo control.  
También una herida causó variaciones en los niveles de PpASPG1 que 
dependieron del órgano y del tiempo tras la aplicación del estrés, pero que 
fueron más moderadas en general (Figura 4.31). La hormona ABA tuvo un 
efecto consistente de disminución de los niveles de transcrito de PpASPG1 en 
todos los tejidos, que perduró al menos 24 horas. Aunque en el caso de 
radículas a 6 horas el cambio no fue estadísticamente significativo (Figura 
4.32). El tratamiento de herida también causó una variación en los niveles de 
transcritos PpASPG2 en los tres órganos tras dos horas de la aplicación del 
estrés, pero el cambio sólo se mantuvo tras 6 y 24 horas en cotiledones 
(Figura 4.31). Por otro lado, el tratamiento con la hormona ABA causó en 
PpASPG2 una respuesta contraria a la del gen PpASPG1, resultando en un 
aumento del nivel de transcritos en todos los órganos tras 2 y 24 horas, pero 
no tras 6 (Figura 4.32).  
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Figura 4.31 Niveles relativos de mRNA de PpASPG1 y PpASPG2 en respuesta a heridas 
provocadas en cotiledones e hipocótilos. Los niveles relativos de transcritos de ambos genes 
se determinaron en plántulas sometidas al tratamiento de estrés y se representan como se ha 
descrito en la figura 4.30.  
 
 
 
 
Figura 4.32 Abundancia relativa de transcritos de PpASPG1 y PpASPG2 en respuesta a 
ABA 50 µM.  Plántulas en estadio E1 se sometieron a un tratamiento con la hormona y los 
relativos niveles de mRNA se determinaron como se ha descrito para la figura 4.30. 
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Las respuestas del gen PpASPG1 a frio y un exceso de sal se muestran en la 
figura 4.33. La presencia de una alta concentración de sal en el suelo causó 
una disminución moderada de la cantidad de transcritos en hipocótilo y 
radícula a las 48 horas tras el riego con NaCl 250 mM disuelto en agua. La 
aplicación de frio produjo un leve cambio significativo en hipocótilos a 48 horas 
donde se detectó un nivel relativo de 1,5 veces superior al de las plántulas 
controles. No detectamos alteraciones significativas en el nivel de mRNA de 
PpASPG2 en respuesta a las condiciones frio y sal (datos no representados). 
 
 
 
 
Figura 4.33 Abundancia relativa de transcritos de PpASPG1 en respuesta a frio y sal. 
Plántulas en estadio E1 se sometieron a los factores de estrés y los niveles relativos de mRNA se 
determinaron a 24h y 48h después del tratamiento en hipocótilos y radículas. Los valores se 
representan como se ha descrito para la figura 4.30.  
 
 
Los resultados obtenidos sobre las características enzimáticas de las 
asparraginasas de P. pinaster y expresión de sus genes indican que PpASPG1 
es la enzima con una función relevante en la movilización de nitrógeno a partir 
de la molécula de reserva L-Asn. Por tanto, puesto que el interés de nuestro 
grupo de trabajo se centra en el metabolismo de nitrógeno y su relación con el 
desarrollo en coníferas, se procedió a una caracterización más detallada de 
esta proteína y su correspondiente gen, presentada en las secciones 4.3, 4.4 y 
4.5. 
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5. DISCUSIÓN 
 
5.1 Identificación y caracterización de asparraginasas de 
Pinus pinaster 
 
5.1.1 El transcriptoma de pino marítimo revela la presencia de tres 
genes para ASPG 
 
Basándonos en la especie Pinus pinaster, de la cual disponemos de un 
transcriptoma bastante completo (Canales et al., 2014), se dedujo la 
existencia de, al menos, tres genes que codifican para proteínas relacionadas 
con asparraginasa en su genoma. El alineamiento y análisis de similitud de las 
asparraginasas identificadas en el transcriptoma de pino con las previamente 
caracterizadas en angiospermas agrupa PpASPG1 con el tipo dependiente de 
potasio y PpASPG2 y PpASPG3 con el grupo independiente del ion (Figura 4.1 a 
4.3). Esta clasificación sugiere que el evento evolutivo de la separación entre 
los dos subgrupos de ASPG se produjo antes de la separación entre 
gimnospermas y angiospermas. En especies de briofitas también se han 
identificado más de un gen de asparraginasa, aunque en este caso no se 
distribuyen en los dos subgrupos (Figura 1.1). Comparando sus estructuras 
primarias con las ASPG de pino, todas las de musgos tienen el mayor 
porcentaje de identidad con PpASPG2 (63 % por término medio) y el menor 
con PpASPG1 (56 %). Con A. thaliana comparten un 61% de identidad con la 
ASPG independiente de potasio y 54 % con la forma dependiente de potasio. 
En el genoma de una especie de liquen (S. moellendorfii) sólo hay un gen de 
asparraginasa, igualmente con mayor parecido al grupo independiente de 
potasio. Aunque sería necesaria una comprobación experimental sobre la 
presencia de los dos grupos de asparraginasas en plantas no vasculares, el 
análisis basado en la conservación de la estructura primaria sugiere que la 
separación entre potasio dependiente e independiente implica una 
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especialización en función relacionada con el desarrollo de las plantas 
vasculares. No obstante, es difícil determinar el origen de los subgrupos debido 
a la baja cantidad de secuencias disponibles de especies no angiospermas. Por 
ejemplo, en las bases de datos de EST de helechos (Ceratopteris richardii) y de 
las gimnospermas Ginkgo biloba y Cycas rumphii no encontramos ninguna 
secuencia con una similitud considerable con las asparraginasas de plantas. 
Los genomas de las coníferas Picea abies y Pinus taeda, que han sido 
secuenciados, contienen tres secuencias que codifican para asparraginasas. Sin 
embargo, con la excepción de una ASPG de P. taeda, las secuencias son 
incompletas por lo cual la secuencia primaria de la proteína no se puede 
deducir completamente. Considerando la distancia evolutiva existente con 
especies angiospermas, como también refleja el árbol filogenético de la figura 
4.2, podría haber diferencias en las características de las enzimas ortólogas. La 
ASPG, por su actividad de movilizar el N en tejidos sumideros, constituye un 
nexo esencial entre el metabolismo de los tejidos fotosintéticos y no 
fotosintéticos de la planta y entre el metabolismo primario y secundario. Por lo 
tanto, dado las peculiaridades de las leñosas perennes en general y de las 
coníferas en particular (Cánovas et al., 1998, 2007; Cantón et al., 2005) es de 
interés entender el papel específico de estas enzimas en el desarrollo y 
adaptación a cambios ambientales que, en el caso de las coníferas, se 
extienden en extensos periodos de tiempo. 
 
5.1.2 Las tres ASPG de pino presentan doble actividad 
asparraginasa/isoaspartilo dipeptidasa 
 
Con el objetivo de determinar la actividad bioquímica de las tres proteínas con 
similitud a asparraginasas identificadas a partir del transcriptoma de pino, 
acudimos a la expresión de las proteínas recombinantes en N. benthamiana. 
De esta forma, conseguimos cantidades suficientes de las proteínas activas, 
permitiendo su purificación y caracterización. La expresión en células de E. coli 
resultó en la recuperación de la proteína recombinante mayoritariamente en su 
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forma inmadura, como se había comprobado previamente expresando una 
asparraginasa de Pinus sylvestris en este sistema (Cañas et al., 2007). El 
análisis de extractos de las hojas de N. benthamiana expresando las proteínas 
de pino demostró que las tres tienen la capacidad de catalizar la hidrólisis de 
asparragina, confirmando su anotación como asparraginasas (Figura 4.4). No 
obstante, observamos diferencias en el grado de procesamiento in planta con 
una maduración de toda la proteína presente en el caso de PpASPG1 y, por el 
contrario, la presencia de moléculas de precursor no procesado en el caso de 
PpASPG2 y PpASPG3. No existen referencias sobre la maduración in planta en 
otras especies, ya que la mayoría de los trabajos publicados tratan de 
proteínas recombinantes expresadas en E. coli y en este sistema heterólogo la 
eficiencia de maduración del precursor a la forma activa es inferior (Michalska 
and Jaskólski, 2006).  
La caracterización de las tres ASPG de pino mostró que todas tienen una doble 
actividad L-asparraginasa/isoaspartilo dipeptidasa (Figura 4.5), como también 
se observó en Arabidopsis thaliana (Gabriel et al., 2012). Para la ASPG 
dependiente de potasio de A. thaliana se determinó una mayor afinidad, pero 
una menor velocidad máxima, para dipéptidos de isoaspartilo que para 
asparragina. De tal forma, la eficiencia catalítica para asparragina fue 16 veces 
la observada para β-Asp-His. La ASPG de pino con más similitud a las del tipo 
dependiente de potasio (PpASPG1), a diferencia de su ortólogo en arabidopsis, 
tiene una Km aparente para dipéptidos muy alta y no llegó a saturarse con el 
sustrato β-Asp-Ala a una concentración de 100 mM. Tiene una eficiencia casi 
19 veces mayor para asparragina como sustrato que para β-Asp-Ala (Figura 
4.6), por lo que su función primaria consiste en la movilización del nitrógeno 
contenido en el grupo amino del aminoácido. El valor de su Km para la 
asparragina de 4,58 mM se sitúa dentro de los márgenes determinados para 
sus ortólogos en angiospermas con valores de 6,83 mM (Gabriel et al., 2012) 
en A. thaliana y 7,2 mM en L. japonicus (Credali et al., 2011).  
Aunque PpASPG2 y PpASPG3 se clasifican en el grupo de ASPG independiente 
de potasio, en base a su estructura primaria, sólo PpASPG3 presentó una clara 
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preferencia por el dipéptido de isoaspartilo como sustrato. Con una Km de 1,04 
mM para β-Asp-Ala y una Vmax de 2,03 U/mg, cataliza la hidrólisis de este 
sustrato con una eficiencia casi 22 veces mayor que la mostrada para 
asparragina, para la cual tiene una Km de 6,12 mM y una Vmax de 0,53 U/mg, 
asociando su función a la degradación de estos dipéptidos aberrantes. En Lotus 
japonicus la ASPG independiente de potasio tiene una Km de 30 mM para 
asparragina y 0,54 mM para β-Asp-His (Credali et al., 2011) y su ortólogo en 
Lupinus luteus presenta una Km de 4,8 mM para asparragina y 0,14 mM para 
β-Asp-Leu (Borek et al., 2004), datos comparables con nuestros resultados 
para PpASPG3. Por otro lado, aunque no pudo determinarse los valores de Km 
para PpASPG2, se observó que la enzima cataliza las reacciones de ambos 
tipos de sustrato con una velocidad similar, lo que la diferencia de las otras dos 
ASPG de pino identificadas. No obstante, podría ocurrir que la enzima 
presentara mayor afinidad y/o Vmax para algún dipéptido de isoaspartilo no 
ensayado en comparación a L-Asn como sustrato. Considerando el conjunto de 
trabajos publicados sobre las ASPG de plantas, existe gran variabilidad en las 
características bioquímicas dentro de este grupo de enzimas, entre especies y 
entre las diferentes isoformas de la misma especie, como también observamos 
en P. pinaster. Podría reflejar los distintos requerimientos de esta actividad en 
base a las características propias de la planta respecto al uso de asparragina y 
generación de dipéptidos de isoaspartilo, pero también podrían ser 
consecuencias de diferencias en los ensayos específicos y los sustratos 
ensayados por los diferentes autores. 
El análisis estructural de una ASPG dependiente de potasio de Phaseolus 
vulgaris mediante cristalografía permitió identificar los residuos relacionados 
con la especificidad de sustrato (Bejger et al., 2014). Además del residuo de 
treonina nucleófilo y los residuos de arginina y glutamato del interruptor 
catalítico, otros cuatro aminoácidos localizados en la subunidad β que también 
forman interacciones con el producto aspartato en el sitio activo (en color 
rosado en la figura 4.1) se conservan en todas las ASPG incluidas en el 
alineamiento, tanto las del grupo dependiente de potasio como las 
independientes. Los residuos que estructuralmente se localizan próximos a la 
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cadena lateral del sustrato (en color azul en la figura 4.1) parecen ser los 
determinantes de la preferencia de sustrato. Un motivo GAG formado por 
Gly11-Ala12-Gly13 en PvAspG1, supuestamente importante para permitir el 
anclaje de sustratos de isoaspartilo (Michalska et al., 2006), también se 
conserva entre todas las secuencias con la excepción de PpASPG3 donde el 
motivo cambia a GAR. Curiosamente PpASPG3 presenta mucha afinidad para 
β-Asp-Ala luego este cambio parece no afectar negativamente a la actividad de 
la enzima en coníferas. Los 9 aminoácidos que siguen a este motivo, 
igualmente identificados como importantes para la especificidad de sustrato, 
varían considerablemente entre las diferentes enzimas. Uno de estos 
aminoácidos, Glu20 de PpASPG1, está conservado entre las ASPG de las cuales 
se determinó experimentalmente la doble actividad, incluyendo las ASPG 
dependiente e independiente de potasio de A. thaliana (Gabriel et al., 2012). 
La ASPG de L. japonicus del grupo dependiente de potasio, para la cual no se 
registró una actividad dipeptidasa, presenta un residuo de glutamina en esta 
posición (Gln21 en LjNSE1), lo que sugiere que el aminoácido ácido es 
importante para esta actividad. Dentro de la subunidad β se identificó otra 
secuencia relacionada con la especificidad de sustrato (Bejger et al., 2014), 
donde PpASPG1 curiosamente presenta dos aminoácidos invertidos en su 
posición: Glu334-Asp335 con respecto a las asparraginasas dependientes de 
potasio de angiospermas (Asp285-Glu286 en PvAspG1 y LjNSE1). Según 
Credali et al. (2011) estos dos aminoácidos podrían contribuir a la coordinación 
con el ion potasio, pero los estudios estructurales de PvAspG1 no respaldan 
esta suposición (Bejger et al., 2014). El resto de los aminoácidos importantes 
para la especificidad de sustrato se conservan bien entre las ASPG 
dependientes de potasio, pero en el otro subgrupo las secuencias de las ASPG 
de pino difieren más de sus ortólogos en angiospermas, lo que puede indicar 
una mayor variabilidad en la preferencia de sustratos dentro de las ASPG 
independientes de potasio.  
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5.2 Características particulares de la proteína PpASPG1 y 
función de la región variable 
 
5.2.1 Las asparraginasas de coníferas del tipo dependiente de K+ 
presentan la región variable de mayor extensión entre las ASPG 
caracterizadas 
 
Las asparraginasas de plantas, como miembros de la familia de NTN-
hidrolasas, se expresan en forma de precursor que sufre una activación 
proteolítica que genera el residuo nucleófilo en posición amino-terminal 
esencial para la actividad. El análisis mediante espectrometría de masas de la 
ASPG independiente de potasio de A. thaliana expresada en células de E. coli 
mostró que la activación era resultado de una única reacción de hidrólisis del 
enlace peptídico previo al residuo nucleófilo y no de la eliminación de un 
péptido interno (Hejazi et al., 2002). Sin embargo, en el caso de la ASPG 
recombinante de E. coli EcAIII, tras el proceso de maduración, eventos de 
proteólisis in vitro adicionales resultaron en un acortamiento en la secuencia de 
ambas subunidades sin afectar a la actividad catalítica (Borek et al., 2004). La 
caracterización de la estructura de la proteína independiente de potasio de 
Lupinus luteus recombinante cristalizada sugirió que la región C-terminal de la 
subunidad α presenta una secuencia no estructurada (Michalska et al., 2006). 
Esta secuencia, que se corresponde con la RV, difiere tanto en longitud como 
en secuencia entre especies e isoformas de la enzima. En el caso de las ASPG 
dependientes de potasio de coníferas la RV es notablemente más extensa que 
en las proteínas parálogas y ortólogas y, además, la secuencia no presenta 
similitud con ninguna otra proteína eucariota que no sea de coníferas, con la 
excepción de los últimos 13 residuos que preceden al residuo nucleófilo Thr245 
(Figura 4.1). El análisis de la composición de la proteína madura recombinante 
mediante espectrometría de masas mostró que la RV completa de PpASGP1 
forma parte de la enzima madura, hasta el residuo aminoacídico Glu244 
(Figura 4.8). En L. japonicus también se demostró que la secuencia completa 
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de la RV es mantenida en la proteína madura (Credali et al., 2011), pero en 
este caso la región contiene sólo 28 residuos mientras que en PpASPG1 
presenta un total de 77 aminoácidos. Algunas asparraginasas de briofitas 
(PhPaten2 y PhPaten3 en el árbol filogenético de la figura 1.1) también tienen 
una región variable de alrededor de 60 residuos, pero la secuencia no tiene 
similitud con la de PpASPG1, ni siquiera en características químicas de los 
residuos de aminoácidos que la componen.  
Dado que se mantiene en la proteína madura de coníferas, la RV no debe 
interferir negativamente con la actividad básica de la enzima, ya que esta 
presenta características cinéticas similares a las de angiospermas que carecen 
de una RV tan extensa. Esto no impide que la presencia de esta extensa región 
pueda tener efectos sobre el proceso de maduración o aspectos específicos de 
la función enzimática.  
5.2.2 Modificaciones en la región variable afectan a la maduración del 
precursor in planta e in vitro 
El procesamiento del precursor de las ASPG de plantas ha sido abordado por 
varios autores y este proceso de activación en especies angiospermas se ha 
caracterizado como una maduración autoproteolítica (Borek and Jaskólski, 
2001; Bruneau et al., 2006; Michalska et al., 2006; Credali et al., 2011; 
Gabriel et al., 2012; Bejger et al., 2014). Sin embargo, una ASPG 
recombinante de Pinus sylvestris homóloga a PpASPG1 expresada en células de 
E. coli no presentaba la capacidad de autoprocesamiento espontáneo in vitro
(Cañas et al., 2007). La imposibilidad de modelizar la estructura de la RV en la 
ASPG dependiente de potasio de P. vulgaris, debido a una falta de densidad 
electrónica en los análisis de difracción de rayos X, limitó la capacidad de poder 
asignarle funciones específicas (Bejger et al., 2014). Para determinar la 
implicación de la RV de PpASPG1 en su maduración comparamos la eficiencia 
del procesamiento in planta entre diferentes variantes de la proteína 
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recombinante en las cuales se eliminaron diferentes fragmentos de esta región. 
Las secuencias eliminadas fueren escogidas de tal manera que el residuo 
precedente al nucleófilo Thr245 fuera siempre glutamato. Ninguna de las 
mutaciones en la proteína recombinante causó una supresión completa del 
procesamiento del precursor. Sin embargo, las alteraciones de la RV afectaron 
negativamente a la eficiencia del procesamiento del precursor. Por lo que, 
nuestros resultados indican que alteraciones de la RV afectan negativamente a 
la eficiencia del procesamiento del precursor, ya que sólo en el caso de la 
proteína con esta región intacta se observó el procesamiento del 100% de la 
proteína producida (Figura 4.10). En A. thaliana, la ASPG dependiente de 
potasio toleró la eliminación de pequeños fragmentos en la RV y también tuvo 
un impacto sobre el procesamiento y la actividad catalítica (Gabriel et al., 
2012). Por otro lado, los resultados del análisis de la estructura de la enzima 
de P. vulgaris previamente comentados sugiere que la RV de las ASPG en 
especies angiospermas no es estructurada (Bejger et al., 2014) y una cierta 
flexibilidad en la zona que precede al nucleófilo es necesaria para permitir el 
autoprocesamiento (Nomme et al., 2012), pero no disponemos de información 
sobre la estructura de las ASPG en gimnospermas.  
Generalmente se observa que las asparraginasas recombinantes expresadas en 
células de E. coli tienen la capacidad de autoprocesarse in vitro (Borek et al., 
2004; Michalska and Jaskólski, 2006; Cantor et al., 2009; Nomme et al., 
2012). La expresión de PpASPG1 y de PpASPG1-D3 en este sistema heterólogo 
resultó en una alta producción de proteínas recombinantes, pero 
mayoritariamente en forma de precursor no procesado. Cuando se comparó la 
capacidad de autoprocesamiento de ambas proteínas in vitro solamente la 
proteína PpASPG1-D3 mostró procesamiento de una pequeña parte de la 
proteína total, sugiriendo que la RV disminuye la capacidad de autoproteólisis 
in vitro de la proteína recombinante (Figura 4.12). La ASPG recombinante de 
Pinus sylvestris tampoco presentaba la capacidad de autoprocesamiento in 
vitro aunque ésta fue estimulada mediante la adición de extractos de radículas 
de pino (Cañas et al., 2007). Estos resultados sugieren que la RV es requerida 
para optimizar el proceso de la maduración del precursor in planta y podría 
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estar implicada en un mecanismo que requiera de algún factor o de ciertas 
condiciones específicas para activarse.  
 
5.2.3 Papel de la región variable en las características bioquímicas de 
PpASPG1 
 
5.2.3.1 Efecto de la eliminación de la región variable sobre los 
parámetros cinéticos de la enzima 
 
Para evaluar el efecto de la ausencia de la RV de PpASPG1 en sus 
características enzimáticas comparamos las mismas en PpASPG1 y PpASPG1-
D3 (Figura 4.13). La Vmax de PpASPG1-D3 para la L-asparragina se redujo a 
aproximadamente un cuarto de la enzima de secuencia completa, 
probablemente debido a una gran proporción de proteína que se encuentra en 
forma de precursor inactivo en la muestra. PpASPG1 hidroliza asparragina con 
una eficiencia casi 19 veces mayor a la que muestra para β-Asp-Ala, pero 
sorprendentemente la eliminación de la RV produce una enzima con casi 
idénticos parámetros cinéticos para ambos sustratos. Los resultados sugieren 
que la RV reduce considerablemente la capacidad de hidrólisis de β-Asp-Ala en 
favor del sustrato más pequeño. Aunque esta secuencia variable no está 
resuelta en la estructura de P. vulgaris, de dicha estructura se deduce que 
queda localizada en la entrada del centro activo (Figura 1.2). Por tanto, en el 
caso de PpASPG1 podría dificultar la entrada o posicionamiento de dipéptidos 
en el sitio activo, lo que determinaría su menor afinidad por dipéptidos de 
isoaspartilo. Para las ASPG de A. thaliana también se observó que la RV de la 
enzima dependiente de potasio influye en la preferencia de sustrato, pero de 
forma distinta (Gabriel et al., 2012). Proteínas quimeras del tipo dependiente 
de potasio con la secuencia variable sustituida por la de su parálogo 
independiente de potasio mostraron una capacidad autoproteolítica y una Vmax 
considerablemente reducida, pero con sólo un pequeño impacto sobre la Km 
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para los sustratos asparragina o dipéptidos de isoaspartilo. La sustitución 
recíproca resultó en una enzima con una afinidad aumentada para L-
asparragina, con una reducción de 320 veces en el valor de Km y una actividad 
catalítica para asparragina 60 veces más eficiente y no afectó al procesamiento 
autocatalítico.  
 
5.2.3.2 La eliminación de la región variable disminuye la estabilidad de 
PpASPG1 
 
Con el objetivo de estudiar si la RV influye en otras características de la 
enzima, analizamos la actividad asparraginasa en medios tamponados a 
diferentes pH. Las dos formas de la proteína PpASPG1 y PpASPG1-D3 
mostraron una mayor actividad catalítica a pH 8 (Figura 4.14). Sin embargo, la 
eliminación de la misma resulta en la inactivación de la enzima a pH 6, pH en 
el que PpASPG1 mantiene un 70% de su actividad. Cabe la posibilidad que 
His187 en particular, la única histidina localizada en la RV, con un valor pKa de 
6,04 para el grupo ionizable de su cadena lateral, contribuya a la actividad de 
la enzima o a estabilizarla a este pH.  
Aparte de diferencias en la afinidad y especificidad para el sustrato entre 
PpASPG1 y PpASPG1-D3, las 2 proteínas recombinantes presentaban 
diferencias en su temperatura óptima y energía de activación (Figura 4.15). 
PpASPG1 resultó más activa a 50°C mientras que PpASPG1-D3 ya sufre 
inactivación térmica a 45°C. Hay poca información disponible sobre la 
termoestabilidad de ASPG de plantas. La temperatura óptima determinada 
para una ASPG de Vigna unguiculata fue de 40°C (Ali, 2009) y la asparraginasa 
independiente de potasio de Lupinus luteus pierde actividad enzimática a 60°C 
(Borek et al., 2004). Asparraginasas presentes en muestras de suelo, de 
origen desconocidas, tenían mayor actividad a 60°C y su energía de activación 
tenía un valor entre 20,2 y 34,1 kJ/mol (Frankenberger and Tabatabai, 1991). 
La ASPG es una de las enzimas que se encuentra libre en el suelo y su 
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actividad se usa, entre otras enzimas, para evaluar la calidad del suelo, pero 
podría ser de origen bacteriano (Acosta-Martinez et al., 2014). La energía de 
activación calculada para una ASPG de Pisum sativum fue de 26,2 kJ/mol, un 
valor próximo a nuestro resultado para PpASPG1 de 27,98 kJ/mol. La mayor 
energía de activación determinada para PpASPG1-D3 de 34,24 kJ/mol sugiere 
que la RV contribuye a reducir de alguna manera la barrera de energía, 
resultando en una mayor velocidad de reacción.  
La menor estabilidad de PpASPG1-D3 (Figura 4.16) sugiere también que la RV 
contribuye a la estabilidad de la proteína frente a la inactivación térmica de la 
enzima de alguna manera. Una estrategia similar aplicada sobre una Fd-
GOGAT de Synechocystis sp., de la cual se eliminó una secuencia variable de 
27 aminoácidos, produjo una proteína activa con una Vmax ligeramente mayor 
pero menor afinidad para glutamina, que además era considerablemente 
menos estable que la proteína nativa de secuencia completa (Tripathy et al., 
2015). Se ha demostrado en una arquea termófila que secuencias no 
estructuradas conectoras entre dominios estructurados pueden contribuir a la 
estabilidad de la proteína y además pueden actuar como chaperonas para 
conseguir un correcto plegamiento (Tomar et al., 2013). Posiblemente los 
efectos de la RV sobre las características bioquímicas de PpASPG1 se deben 
meramente al efecto de su presencia sobre la estructura cuaternaria de la 
proteína, pero debido a la poca información disponible sobre la estructura 
secundaria de esta secuencia en particular, es difícil postular sobre una posible 
función.  
 
5.2.4 Efecto del ion potasio sobre la estabilidad y la actividad catalítica 
de PpASPG1  
 
Las ASPG de plantas fueron clasificadas por Sodek et al. (1980) como 
dependientes o independientes de potasio. Posteriormente, se describieron 
asparraginasas dependientes de potasio en estudios realizados en otras 
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especies como Arabidopsis thaliana (Bruneau et al., 2006), Lotus japonicus 
(Credali et al., 2011) y Phaseolus vulgaris (Bejger et al., 2014). En estas 
especies las asparraginasas de este subgrupo son entre 10 y 11 veces más 
eficientes en la hidrólisis de asparragina cuando se incluye KCl 50 mM en el 
medio de ensayo. Según los resultados de Bejger et al. (2014) el catión 
monovalente se une en un “bucle de activación” formado por unos residuos 
localizados en una secuencia conservada en la subunidad α (Figura 4.1). En 
nuestros experimentos tanto PpASPG1 como PpASPG1-D3 presentaba mayor 
actividad en presencia de KCl 50 mM, aunque la ausencia del catión sólo redujo 
la velocidad de reacción un 25% en el caso de PpASPG1-D3 y 35 % para la 
proteína de secuencia completa (Figura 4.17a). El papel del potasio en la 
estimulación de la actividad de la enzima no tiene la misma importancia que la 
descrita para especies angiospermas, en las cuales la proteína suele perder un 
90 % de su actividad en ausencia del catión. Las ASPG dependientes de 
potasio de angiospermas comparten el motivo VMDKSPHS en el bucle de 
activación, pero en coníferas la secuencia correspondiente (VMERSPHV) tiene 
un total de tres residuos diferentes (Figura 4.1). Probablemente el cambio de 
Asp a Glu112 y Lys a Arg113 en PpASPG1 no sea responsable de la gran 
diferencia en el efecto del potasio ya que son aminoácidos con cadenas 
laterales similares, aunque en ambos casos el aminoácido de la ASPG de pino 
es la forma con cadena lateral más voluminosa. Sin embargo, el último residuo 
del motivo, serina en angiospermas, es aparentemente muy importante para el 
correcto posicionamiento del catión (Bejger et al., 2014) y tampoco está 
conservada en PpASPG1 donde cambia a un aminoácido hidrofóbico Val117. 
Los residuos del bucle de activación no influyen directamente en el mecanismo 
catalítico, pero la coordinación con el ion metálico reordena el bucle tal que un 
cambio estructural es transmitido al sitio activo a través de tres residuos que 
forman un “interruptor catalítico” (His117, Arg224 y Glu250 en PvAspG1 en 
Figura 4.1) y que están conservados entre todas las secuencias de ASPG, tanto 
dependiente como independiente de potasio. En las ASPG independientes de 
potasio, que aparentemente tienen el interruptor permanentemente en posición 
“activa”, el último aminoácido en la secuencia del bucle de activación es un 
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aminoácido hidrofóbico al igual que PpASPG1. Por otro lado, las ASPG 
dependientes de potasio de angiospermas tienen un residuo nucleófilo en esta 
posición y requieren de la coordinación con potasio para activar el interruptor, 
aunque sin el ion la enzima mantiene un nivel basal de alrededor de un 10 % 
de su capacidad catalítica máxima. Luego, en base exclusivamente a la 
secuencia del bucle de activación, PpASPG1, se clasificaría en el grupo de ASPG 
independiente de potasio, aunque el resultado en los ensayos en ausencia o 
presencia de K+ sugiere que PpASPG1 presenta una dependencia limitada al 
ion. No obstante, la mayor actividad registrada para PpASPG1 en presencia de 
potasio puede deberse sólo a un aumento en la estabilidad de la proteína y no 
ser un efecto directo de activación. En una ASPG de Pisum sativum se 
demostró que el potasio contribuye a mantener la integridad funcional de la 
enzima (Sodek et al., 1980). Nuestros experimentos confirman esta propiedad 
para el ion metálico y la protección contra la inactivación térmica era evidente 
para PpASPG1, pero aún más para PpASPG1-D3 (Figura 4.17b) que ya se 
había mostrado menos estable debido a la carencia de la RV (Figura 4.16). No 
obstante, nuestros resultados indican que la RV no influye en el efecto 
protector del ion ni en la capacidad de unión entre el potasio y la enzima.  
La conservación de la RV en PpASPG1 es importante para la enzima en el pino 
ya que afecta a diversas características de la enzima: aumenta la estabilidad, 
favorece la actividad L-asparraginasa sobre la isoaspartilo dipeptidasa, reduce 
la energía de activación de la enzima y además podría permitir un control 
postraduccional sobre el proceso de maduración in planta.  
 
5.3 Características de la región promotora de PpASPG1 
 
Con el propósito de entender mejor la regulación transcripcional de PpASPG1 
aislamos la región promotora del gen (Figura 4.18) y la comparamos con 
secuencias promotoras disponibles en las bases de datos de algunas otras 
ASPG de especies angiospermas y gimnospermas (Figura 4.19). Observamos 
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una estricta conservación de una secuencia proximal, de 471 nucleótidos en el 
caso de P. pinaster, entre las ASPG potasio dependiente de las tres especies de 
pino (93 a 97 % de identidad) y un alto parecido con la de Picea abies (71 % 
de identidad). Curiosamente la similitud en secuencia se pierde totalmente en 
la región distal del promotor, no sólo entre especies sino también entre dos 
aislados independientes que amplificamos a partir del genoma de P. pinaster. 
Por lo que asumimos que los principales motivos para el control transcripcional 
deberían localizase estrictamente en la secuencia proximal. En esta región 
proximal también se encuentran elementos cis relacionados con la regulación 
por hormonas y factores de estrés, para los cuales también determinamos 
experimentalmente una respuesta en la abundancia de transcritos del gen. No 
obstante, los resultados del análisis funcional in planta muestran una diferencia 
importante en los niveles de expresión del gen delator promovidos por las dos 
versiones de promotor que aislamos de PpASPG1 (Figura 4.20b). Curiosamente 
las secuencias promotoras de Pinus sylvestris y Picea abies apenas presentan 
elementos cis relacionados con el control por hormonas o factores de estrés en 
su región distal (Figura 4.19). Una hipótesis a considerar podría ser que la 
inserción de un transposón y/o eventos de recombinación introdujeron posibles 
elementos de regulación transcripcional que contribuirían a modular la 
respuesta del gen a diversos factores. En concreto, que la secuencia de 231 
nucleótidos que codifica para un fragmento de MDH se insertara en el 
promotor original dando lugar a la variante alélica de la que se derivó el 
fragmento Pin-GW2 aislado (Figura 4.18), como resultado de un evento de 
transposición. En el genoma de Pinus taeda este fragmento también aparece 
un número de veces, como por ejemplo en la secuencia con referencia 
lcl|scaffold209167 (congenie.org) dónde se repite dos veces con una secuencia 
de 673 pares de bases en medio. Resulta interesante que en el mismo scaffold, 
siguiendo a 5 kilobases del segundo fragmento MDH, se encuentra una 
secuencia de 656 nucleótidos muy parecida (90 % de identidad) a una 
secuencia en la región distal tipo Pin-GW1 de PpASPG1. Este scaffold, no 
obstante, no contiene ninguna secuencia parecida al promotor proximal o 
secuencia codificante para ASPG, aunque continúa un total de 17 y 61 
146
kilobases hacia 5´ y 3´ de la secuencia tipo Pin-GW1 respectivamente. El 
hecho de que secuencias de localización cercana en el genoma de P. taeda se 
distribuyen entre dos versiones de promotor distal para PpASGP1 en P. 
pinaster respalda la hipótesis de que eventos de recombinación y/o 
transposición se han producido en el promotor de esta especie. Retroelementos 
y derivados son ubicuos y abundantes en los genomas de plantas (Friesen et 
al., 2001), pero especialmente en pinos donde el genoma gigante actual es, en 
parte, resultado de la actividad de retrotransposones y las regiones 
codificantes representan sólo una fracción minúscula del genoma (Neves et al., 
2013). Aparte de diferencias en el tamaño del genoma hay evidencias de una 
gran variación intraespecífica correlacionada con diferencias en hábitat y 
morfología e incluso diferentes poblaciones pueden diferir en su volumen 
nuclear (Murray, 1998). 
Para estimar la variabilidad en la región reguladora del gen PpASPG1 entre 
diferentes poblaciones de pinos se procedió a amplificar mediante PCR y 
secuenciar las secuencias promotoras en 11 poblaciones diferentes de P. 
pinaster. Aunque no se consiguió amplificar los fragmentos completos 
previamente amplificados por Genome Walker, si se consiguieron amplificados 
de la región proximal para todas las poblaciones. La comparación de las 
secuencias de los fragmentos aislados permitió identificar un número de SNPs, 
que conllevan diferencias en elementos cis relacionados con el control de 
transcripción por fitohormonas (Figura 4.21). Dentro de la secuencia total de 
661 pb comparada entre las 11 poblaciones hubo un total de 8 SNPs, un valor 
medio de un SNP por 83 pb. La tasa de SNPs en árboles es alta, con una 
frecuencia media de un SNP por 100 pb (Neale and Kremer, 2011). No 
obstante, la frecuencia de SNPs depende de la región genómica, como 
observado en Pinus montícola, donde se identificó en promedio un SNP por 285 
pb en secuencias de genes altamente conservados y un SNP por 81 pb en 
genes codificantes para proteínas con dominios de unión a nucleótidos y 
repeticiones ricos en Leu (Liu et al., 2014). En la secuencia codificante para 
PpASPG1 en la población de Oria detectamos un cambio no sinónimo (Gln23  
Lys23), también compartido con la secuencia aislada tipo Pin-GW1, que 
147
además coincide en esta posición con la secuencia de ASPG potasio 
independiente de Lupinus luteus que figura en el alineamiento de la Figura 4.1. 
Las variantes alélicas identificadas podrían tener un impacto sobre la capacidad 
de adaptación de las distintas procedencias de Pinus pinaster. En este sentido, 
PpASPG1 podría resultar un gen de interés en la explotación de la variabilidad 
natural para la selección de individuos con características optimizadas de 
respuesta a factores ambientales en vista a la producción forestal. 
 
5.4. Análisis de los niveles de mRNA para asparraginasas en 
el pino 
 
5.4.1 Función de las ASPG durante el desarrollo de pino 
 
El uso de la asparragina como molécula de reserva y transporte de nitrógeno 
difiere entre especies, tejidos de una misma planta y de forma temporal (Lea 
et al., 2007). Tras la germinación de las semillas de pino parte del N 
almacenado en el megagametofito que está en contacto con los cotiledones es 
realojado en forma de asparragina como molécula de reserva en hipocótilos, 
debido a la actividad asparragina sintetasa (Cañas et al., 2006). En estadios 
posteriores del desarrollo de la plántula se observó un incremento en el nivel 
de transcritos de asparraginasa en hipocótilo en paralelo con una disminución 
de los niveles de transcrito de asparragina sintetasa. Este cambio en el patrón 
de expresión de ambos genes coincidió con la fase del desarrollo en las que las 
reservas del megagametofito se han consumido completamente y se produce 
una transformación del hipocótilo desde un órgano poco vascularizado a una 
estructura con un elevado desarrollo de un sistema vascular altamente 
lignificado. Lo que sugiere que el N almacenado en forma de asparragina, 
movilizado por la ASPG, juega un papel importante en la fase de transición tras 
el agotamiento de las reservas del megagametofito (Cañas et al., 2007). De 
las tres ASPG de pino identificadas en este trabajo, PpASPG1 es la enzima más 
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apropiada para cumplir este papel, debido a su mayor afinidad para 
asparragina como sustrato. No obstante, se ha sugerido una posible 
redundancia en la función entre las ASPG de los dos subgrupos en A. thaliana 
ya que sus patrones de expresión se solapan (Bruneau et al., 2006). Como las 
tres ASPG de pino tienen la capacidad de hidrólisis de asparragina, analizamos 
sus niveles de transcritos mediante qRT-PCR con el objetivo de obtener indicios 
sobre su implicación en el metabolismo global del nitrógeno de la plántula 
durante su desarrollo. 
Los valores de amplificación de los tres genes sugieren diferencias importantes 
en los niveles de transcritos (Figura 4.22). El gen PpASPG3 mostró una baja 
abundancia de mRNA en todos los órganos y estadios de desarrollo, 
probablemente debido a que su papel reside en una función general de 
hidrólisis de dipéptidos de isoaspartilo en las fases finales de la degradación de 
proteínas, tal y como sugiere también su preferencia por β-Asp-Ala como 
sustrato. Los niveles relativos de mensajeros de PpASPG1 y PpASPG2 son 
similares en los cotiledones de todos los estadios analizados, así como en el 
hipocótilo en los dos primeros estadios. Sin embargo, de forma similar a como 
se describió previamente para P. sylvestris (Cañas et al., 2006), los altos 
niveles de mensajero del gen PpASPG1 en hipocótilos de los estadios E5 y E6 y 
en todos los estadios del desarrollo de radículas, junto con las características 
cinéticas de la enzima que codifica, descritas en este trabajo, sugieren que 
dicho gen juega un papel principal en la movilización del nitrógeno y el carbono 
de la asparragina en estos órganos, los cuales son sumideros importantes de 
nitrógeno y carbono para mantener su desarrollo. La raíz es un órgano en 
rápida y constante elongación inmediatamente después de la germinación, por 
lo que requiere un continuo aporte de esqueletos carbonados y nitrógeno para 
el mantenimiento de su crecimiento. En Pinus banksiana, aspartato y 
asparragina juntos constituyen los aminoácidos libres de mayor abundancia en 
brotes y también en raíces (Cyr et al., 1990), lo cual apoya un papel 
cuantitativamente relevante de la ASPG en los flujos de nitrógeno a los 
órganos sumideros en pino. En P. sylvestris se detectaron altos niveles de 
expresión del gen ortólogo de PpASPG1 en radícula 8 días después de la 
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imbibición (Cañas et al., 2007), lo que sugiere que la asparragina puede ser 
uno de los vehículos utilizados para proveer a la raíz de ambos recursos. Por 
otro lado, la abundancia de mRNA en hipocótilo aumenta en los estadios 
coincidentes con el agotamiento de las reservas de la semilla. Por lo que la 
plántula acude a las reservas en forma de asparragina acumuladas en este 
órgano a partir del nitrógeno no utilizado de las reservas durante los primeros 
estadios postgerminativos. Entre 12 y 30 días después de la imbibición de 
semillas de P. sylvestris se observó el cese de la elongación del hipocótilo y la 
aparición de cambios estructurales tales como un gran desarrollo del sistema 
vascular, incluyendo la unificación de los haces de elementos de xilema en un 
anillo continuo (Cañas et al., 2007).  Durante esta transición se observó un 
aumento en la abundancia de transcritos para la ASPG, sugiriendo que el 
hipocótilo consume las reservas de asparragina para proveer N y C para 
asegurar material suficiente para el desarrollo de un sistema vascular que será 
esencial para el transporte eficiente de agua y nutrientes minerales una vez 
agotadas las reservas de la semilla. Por lo que resulta un proceso esencial para 
la adaptación y supervivencia de las plántulas tras la germinación. Plantas 
mutantes para el gen NSE1 de Lotus japonicus, deficientes en asparraginasa 
dependiente de potasio, tenían una longitud de tallo reducida (Credali et al., 
2013), sugiriendo la importancia de esta enzima en el mantenimiento de la 
tasa de crecimiento del tallo en esta especie.  
La menor abundancia de transcritos PpASPG1 en el ápice de la raíz (Figura 
4.23), en el que se localiza el meristemo radicular, contrasta con el perfil de 
expresión en especies angiospermas del género Lupinus dónde se detecta la 
ASPG dependiente de potasio solamente en el primer centímetro de la raíz 
(Chang and Farnden, 1981). Los diferentes tipos celulares se diferencian 
mientras aumenta la distancia de la célula con respecto a este meristemo 
(Lucas et al., 2013). El xilema primario se forma a partir de células pro-
vasculares cerca del meristemo apical y el xilema secundario se diferencia a 
partir de las células de la zona cambial (Côté et al., 2010). En gimnospermas y 
dicotiledóneas durante el crecimiento secundario, cuando ya está establecida la 
vasculatura primaria, el procambium da lugar al cambium que es un 
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meristemo lateral que induce el incremento en biomasa en dirección radial 
generando el xilema secundario (Ruzicka et al., 2015). Transcritos de la ASPG 
de Pinus sylvestris se detectaron particularmente en la región del cambium 
vascular de plántulas jóvenes (Cañas et al., 2007). La abundancia de mRNA de 
PpASPG1 a lo largo de la radícula con la excepción del ápice (Figura 4.23) 
apoya una función para este gen asociada al sistema vascular. 
Por otro lado, los niveles relativos de mRNA de PpASPG1 y PpASPG2 a lo largo 
de los tallos de plántulas de dos años (Figura 4.24) muestran que ambos 
genes siguen activos en tallos en estadios más avanzado de desarrollo. En 
particular, la presencia de transcritos de PpASPG1 en árboles adultos (Figuras 
4.25 y 4.26) muestra la funcionalidad de este gen a lo largo de todo el 
desarrollo del árbol. Cuando comparamos muestras de 4 individuos diferentes 
(con más de 20 años de edad) muestreados en marzo y mayo observamos la 
ausencia de un patrón consistente en expresión entre los diferentes individuos. 
Estos resultados sugieren una alta plasticidad en la regulación de la 
transcripción de este gen en coníferas en respuesta a factores internos y/o 
externos.  
 
5.4.2 Implicación de la asparraginasa en la adaptación del 
metabolismo de pino a cambios ambientales  
 
La variabilidad en el patrón de expresión de PpASPG1 en individuos adultos 
sugiere una plasticidad en la expresión de este gen que podría estar 
relacionado con un papel en la adaptación metabólica en respuesta a cambios 
internos y externos. Para contrastar esta hipótesis analizamos la respuesta de 
los genes de asparraginasa de P. pinaster a distintos efectos externos. 
Los bajos niveles de transcrito de PpASPG1 en los distintos órganos de 
plántulas en ausencia de nitrógeno en la solución de riego y el significativo 
aumento tras 24 horas de suministro de (NH4)2SO4 (Figura 4.27), muestran la 
importancia de la asparragina y la asparraginasa en la readaptación inicial de 
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la planta a cambios en la disponibilidad de amonio. Por otro lado, la ausencia 
de cambios relevantes en los niveles de transcrito del gen de la isoforma 1b de 
la glutamina sintetasa (GS1b) en las distintas condiciones de disponibilidad de 
nitrógeno ensayadas, a excepción de en cotiledones expuestos a una 
prolongada deficiencia de nitrógeno, así como la respuesta de los niveles de 
mensajeros del gen de ornitina--aminotransferasa (-OAT) similar a la 
observada para los mensajeros de PpASPG1 sugiere que PpASPG1 y el gen que 
codifica -OAT parecen ser claves para la adaptación inicial de la plántulas a 
cambios en las condiciones de disponibilidad de nitrógeno. Cañas et al., (2008) 
ya había sugerido un papel para el gen -OAT en el desarrollo de plántulas de 
pino, y además, en A. thaliana se demostró que la función del gen -OAT está 
asociada al catabolismo de arginina (Funck et al., 2008), otro aminoácido que 
puede actuar como reserva temporal de nitrógeno. 
Por el contrario, los perfiles de expresión de los genes PpASGP2 y PpASPG3 en 
respuesta a la variación en la disponibilidad de amonio mostraron una 
tendencia similar entre ellos y opuesta a la PpASPG1 (Figura 4.27 y 4.28). En 
general, los niveles de transcritos de ambos genes disminuyeron bajo la 
condición de disponibilidad moderada y alta de amonio, siendo más altos bajo 
deficiencia de amonio. Estos perfiles de expresión apoyan una función diferente 
para ambos genes respecto a PpASPG1. En particular, la alta disponibilidad de 
amonio puede disminuir la actividad de recuperación de aminoácidos 
aberrantes en forma de dipéptidos de aspartilo, mientras que, en ausencia de 
un suministro de nitrógeno, maximizar la recuperación y reciclado de todo el 
nitrógeno endógeno es vital para la supervivencia de la plántula. La 
observación de que tras 29 días los niveles de ambos genes son inferiores en 
plántulas regadas con una solución de 10 mM de (NH4)2SO4 que en aquellas 
regadas con 3 mM de (NH4)2SO4 apoyan esta posibilidad. 
Una rápida adaptación al estrés requiere una determinada plasticidad 
metabólica que permita al organismo proporcionar los componentes de 
respuesta requeridos y la ASPG podría tener una función en movilizar 
nitrógeno para sostener las vías metabólicas adaptativas. Análisis 
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transcriptómicos en A. thaliana muestran un cambio significativo en el nivel de 
expresión del gen de la ASPG dependiente de potasio en respuesta a factores 
de estrés y la respuesta es dependiente de tejido (Aceituno et al., 2008). En 
hojas de soja se detectó un aumento en el nivel de mRNA de ASPG después de 
un tratamiento con ácido abscísico, frío y sal (Cho et al., 2007) y en algodón el 
gen se indujo por un ataque con patógenos (Dubey et al., 2013). En especies 
gimnospermas la asparraginasa puede estar también relacionada con factores 
de estrés, ya que en células de Taxus chinensis tratadas con metil jasmonato 
se observó un aumento en la expresión de un gen de asparraginasa, junto con 
factores de transcripción relacionados con la respuesta a estrés (Li et al., 
2012). Puesto que las plántulas jóvenes son muy vulnerables a cambios en las 
condiciones ambientales, se evaluó si en ellas los genes de ASPG respondían 
en respuesta a condiciones adversas.  
Se detectaron respuestas significativas en el nivel de expresión de PpASPG1 
frente a todos los tratamientos de estrés ensayados, de una manera 
dependiente del órgano y del tiempo (Figura 4.30 a 4.33). El mayor aumento 
de transcritos se registró en respuesta al jasmonato, una hormona que aparte 
de inducir una reprogramación en respuesta a patógenos, también está 
implicada en varios procesos de desarrollo entre los cuales está el desarrollo 
de la raíz (Pauwels et al., 2008). En tallos de árboles jóvenes de Picea abies 
esta hormona cambia el programa de desarrollo del cambium e induce la 
diferenciación de novo de conductos de resina en xilema (Martin et al., 2002). 
Hudgins and Franceschi (2004) concluyeron que esta reprogramación del 
cambium era resultado de la acción del etileno, producto de la actividad ACC 
oxidasa que es estimulada a su vez por jasmonato y por heridas. Por ende, la 
respuesta del gen PpASPG1 de pino al jasmonato podría ser indirecta e 
incorpora más variables, tales como amplificación de la señal y retraso en el 
tiempo en la respuesta entre los diferentes órganos. Diferentes poblaciones de 
pinos controlan su metabolismo de jasmonatos de manera diferente, e incluso 
entre individuos y entre tejidos dentro de un mismo individuo se encuentran 
composiciones moleculares diferentes de jasmonatos, por lo cual esta familia 
de moléculas constituye un complejo de señalización muy flexible (Pedranzani 
153
et al., 2007). El patrón de expresión de PpASPG1 observado en hipocótilos en 
respuesta a heridas es comparable con el de jasmonato aunque el efecto de 
inducción es menor. Las defensas de coníferas frente a patógenos incluye, 
aparte de cambios anatómicos, la síntesis de resinas, compuestos fenólicos y 
alcaloides y el efecto de cada tipo de respuesta depende de la dosis de 
jasmonato (Moreira et al., 2012). En A. thaliana los jasmonatos inducen la 
síntesis de alcohol coniferílico y estimulan genes de síntesis de aminoácidos 
aromáticos, del metabolismo de amonio y las rutas biosintéticas de serina y 
cisteína (Pauwels et al., 2008). Considerando la participación del aspartato en 
varias rutas metabólicas relacionadas con los procesos de adaptación, 
observados tanto en especies gimnospermas como angiospermas, lógicamente 
la ASPG debe tener un papel importante en su suministro. Por ejemplo, SAM 
sintetasa aumenta el nivel de expresión en respuesta a varias factores de 
estrés al igual que la treonina desaminasa (TD) que se induce por metil-
jasmonato y heridas en tomate y por patógenos en tabaco (Azevedo et al., 
2006). De la TD existen dos isoformas en plantas de las cuales una se 
relaciona con tejidos jóvenes y tiene una función biosintética mientras que la 
otra, de función catabólica, se expresa durante la senescencia. La isoforma 
anabólica es inducida en respuesta a estrés paralelamente a una activación de 
rutas metabólicas de síntesis de compuestos de defensa. Lógicamente el 
consumo tanto de treonina como de metionina requiere de un aporte 
considerable de aspartato. Por otro lado, el catabolismo de los aminoácidos de 
la familia del aspartato contribuye, a través de un nexo regulatorio con el ciclo 
del ácido cítrico, a proveer energía para responder a factores de estrés que 
inducen su déficit (Galili, 2011). El hecho de que las heridas provocadas en 
cotiledones inducen una bajada en actividad L-asparraginasa en radículas 
podría parar la movilización de N en este órgano menos propenso a ser 
atacado y preservar las reservas de C y N en forma de asparragina o incluso 
transportarlas hacia los órganos que precisan de C y N para reforzar sus 
sistemas de defensa. 
El tratamiento con ABA sin embargo produjo un efecto contrario al jasmonato 
en el nivel de mensajeros del gen PpASPG1 (Figura 4.30 y 4.32). En hojas de 
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A. thaliana la ASPG dependiente de potasio se expresa altamente en células
guarda de los estomas y la cantidad de transcritos también se reduce por ABA 
50 µM a 3 horas después del tratamiento en estas células (Yang et al., 2008). 
Los pinos, a diferencia de algunas otras coníferas, acumulan altos niveles de 
ABA durante periodos de sequía por lo cual se le asocia a la hormona en pino 
también una función relacionada con el cierre de los estomas (Brodribb et al., 
2014). Se ha descrito que el ABA induce cambios fisiológicos y morfológicos 
que mejoran la tolerancia a la sequía en Pinus banksiana y reducen la 
elongación del brote (Marshall et al., 1991). En Picea abies también se observó 
una elongación reducida del brote por efecto de esta hormona (Heide, 1986). 
Tanto jasmonato como ABA están relacionadas, entre otros procesos, con 
respuestas a factores de estrés. Sin embargo, tienen un efecto contrario sobre 
los transcritos de PpASPG1, sugiriendo que la respuesta del gen está asociada 
a las necesidades de la planta para poder responder a las características 
específicas del estrés. ABA se acumula en condiciones de estrés por sequía y 
estrés salino (Lee et al., 2005) y en nuestros experimentos tanto el 
tratamiento con ABA como estrés salino (Figura 4.32 y 4.33) producen una 
diminución en los niveles de transcritos del gen PpASPG1. Posiblemente, la 
tasa de síntesis de proteínas en los tejidos sumideros se ve reducida debido a 
la baja disponibilidad de esqueletos de carbono y la reducida actividad 
metabólica como resultado de una disminución en la tasa de fotosíntesis 
asociada al cierre de los estomas.  
El gen PpASPG2 también responde a los tratamientos con las hormonas 
jasmonato y ABA además de heridas, generalmente con un aumento en la 
cantidad de transcritos (Figura 4.30 a 4.33), por lo que podría jugar un papel 
también en la respuesta al estrés. Sin embargo, los bajos valores de Vmax para 
ambos sustratos ensayados con la proteína recombinante (L-Asn y β-Asp-Ala) 
y la falta de preferencia por uno de los dos sustratos no parece indicar que 
juega un papel esencial en la respuesta de adaptación del metabolismo del 
nitrógeno a la situación de estrés. No obstante, podría ser que tuviera una alta 
afinidad por un dipéptido de isoaspartilo no ensayado y que en condiciones de 
estrés se incrementara la expresión del gen y aumentase la abundancia de la 
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proteína, como parte de un proceso general de degradación y reciclaje de 
proteínas para disponer de material suficiente para la síntesis de proteínas 
requeridas en la respuesta al estrés, en condiciones donde todos los recursos 
deben ser maximizados para la supervivencia.  
El perfil de expresión de PpASPG1 apoya un papel del mismo en la adaptación 
metabólica de la planta de pino como parte de las respuestas iniciales a 
condiciones cambiantes, por lo que sería relevante para una especie con ciclos 
de vida tan extensos.  
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6. CONCLUSIONES 
 
1. El transcriptoma del pino marítimo (Pinus pinaster) contiene un total de 
tres mRNA diferentes cuyas secuencias codifican para asparraginasas. 
Considerando las estructuras primarias de las proteínas, PpASPG1 se clasifica 
en el grupo dependiente de potasio mientras que PpASPG2 y PpASPG3 son 
más parecidas al tipo independiente de potasio. 
2. Las tres asparraginasas de pino presentan una doble actividad 
asparraginasa/isoaspartilo dipeptidasa pero difieren en su especificidad de 
sustrato: PpASPG1 presenta una preferencia por L-asparragina como sustrato, 
mientras que PpASPG3 utiliza preferentemente β-Asp-Ala y PpASPG2 no 
mostró una preferencia particular por ninguno de los dos sustratos. 
3. De los tres genes de asparraginasa de pino, las características 
enzimáticas y perfil de expresión del gen apuntan a PpASPG1 como la forma 
principalmente implicada en la provisión de amonio y aspartato a partir de 
asparragina para responder a las necesidades metabólicas requeridas por 
procesos de desarrollo o en respuesta a factores externos.  
4.    La región de 77 aminoácidos del extremo carboxilo de la subunidad α, 
denominada región variable por su alta variabilidad en longitud y secuencia de 
aminoácidos entre asparraginasas, parece ser determinante de la preferencia 
de sustrato mostrada por PpASPG1, además de contribuir a la estabilidad de la 
enzima frente a la temperatura. 
5. En el caso de PpASPG1 esta región variable tiene además un efecto 
sobre la maduración de la enzima: influye positivamente en la eficiencia del 
proceso de maduración de la proteína in planta pero impide la capacidad 
autocatalítica del precursor in vitro, por lo que podría formar parte de un 
mecanismo de regulación postraduccional en el que estarían implicados otros 
factores desconocidos. 
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6. El ion potasio tiene un efecto termoprotector sobre PpASPG1 pero su 
efecto activador es más limitado de lo que se ha descrito para las 
asparraginasas del tipo dependiente de potasio en especies angiospermas, 
pudiendo el aumento en Vmax ser resultado de una mayor estabilidad de la 
enzima. 
7. La región promotora proximal del gen PpASPG1 de P. pinaster presenta 
un alto grado de conservación con la del gen ortólogo de P. sylvestris y 
contiene elementos identificados in silico como cajas cis relacionadas con 
regulación de la transcripción en respuesta a varios factores de estrés, los 
cuales se han confirmado experimentalmente que afectan a los niveles de 
transcritos del gen. Por el contrario, la región distal del promotor presenta una 
mayor variabilidad, pudiendo incluir elementos que son también importantes 
para modular la expresión del gen.  
8. La región promotora proximal presenta una variabilidad intraespecífica 
media de 1 SNP por cada 83 pares de bases en 11 procedencias diferentes de 
P. pinaster, afectando a posibles elementos cis de regulación transcripcional y 
pudiendo contribuir, junto con las variaciones observadas en la región distal, a 
diferencias entre procedencias en las respuestas a diversos factores externos.  
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8. ANEXOS 
Suplemento 1: Referencias de las bases de datos de secuencias 
primarias de ASPG usadas en el análisis filogenético  
Abreviatura Especie  Base de datos Referencia 
    Especies no plantas 
 
  EcoAIII  Escherichia coli  GenBank EFO58337 
hASNase3 Homo sapiens  GenBank AAM28434 
 
   Briofitas 
 
   PhPaten1 Physcomitrella patens  Phytozome 11.0 (JGI) Pp3c14_14930 
PhPaten2 Physcomitrella patens  Phytozome 11.0 (JGI) Pp3c8_21770 
PhPaten3 Physcomitrella patens  Phytozome 11.0 (JGI) Pp3c23_6900 
SpFalla1 Sphagnum fallax  Phytozome 11.0 (JGI) Sphfalx0119s0066 
SpFalla2 Sphagnum fallax  Phytozome 11.0 (JGI) Sphfalx0119s0065  
 
   Licofitas 
 
   SeMoell  Selaginella moellendorffii   UniProtKB D8T3N6 
 
   Gimnospermas 
 
  PiSylve Pinus sylvestris  GenBank CAK22360 
PiTaeda  Pinus taeda  Congenie.org  PITA_000017050 
 
   Angiospermas  
monocotiledóneas 
 
  BrDista1 Brachypodium distachyon Phytozome 11.0 (JGI) Bradi5g24227 
BrDista2 Brachypodium distachyon Phytozome 11.0 (JGI) Bradi1g15126 
BrDista3 Brachypodium distachyon Phytozome 11.0 (JGI) Bradi1g15130 
OrSativ1 Oryza sativa  Phytozome 11.0 (JGI) LOC_Os04g55710 
OrSativ2 Oryza sativa  Phytozome 11.0 (JGI) LOC_Os03g40070 
PaHalli1 Panicum hallii  Phytozome 11.0 (JGI) Pahal.G02572 
PaHalli2 Panicum hallii  Phytozome 11.0 (JGI) Pahal.I02619 
PaHalli3 Panicum hallii  Phytozome 11.0 (JGI) Pahal.I02618 
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Angiospermas  
dicotiledóneas 
 
ArThali1         Arabidopsis thaliana        TAIR (www.arabidopsis.org) AT3G16150 
ArThali2 Arabidopsis thaliana        TAIR (www.arabidopsis.org) AT5G08100 
BrRapa1 Brassica rapa  Phytozome 11.0 (JGI) Brara.A03076  
BrRapa2 Brassica rapa  Phytozome 11.0 (JGI) Brara.E02537 
BrRapa3 Brassica rapa  Phytozome 11.0 (JGI) Brara.J02454 
BrRapa4 Brassica rapa  Phytozome 11.0 (JGI) Brara.J02455 
GlMax1 Glycine max  UniProtKB I1MXK5 
GlMax2 Glycine max  UniProtKB I1M8R0 
GlMax3 Glycine max  UniProtKB I1K824 
GlMax4 Glycine max  UniProtKB I1JTM6 
GlMax5 Glycine max  UniProtKB C6TER3 
GoRaimo1 Gossypium raimondii Phytozome 11.0 (JGI) Gorai.005G101000 
GoRaimo2 Gossypium raimondii Phytozome 11.0 (JGI) Gorai.009G276200  
GoRaimo3 Gossypium raimondii Phytozome 11.0 (JGI) Gorai.010G023000 
GoRaimo4 Gossypium raimondii Phytozome 11.0 (JGI) Gorai.009G215700 
GoRaimo5 Gossypium raimondii Phytozome 11.0 (JGI) Gorai.008G200400 
GoRaimo6 Gossypium raimondii Phytozome 11.0 (JGI) Gorai.007G040100 
MeTrunc1 Medicago truncatula UniProtKB Q2HTR7 
MeTrunc2 Medicago truncatula UniProtKB G7I4Z5 
MeTrunc3 Medicago truncatula UniProtKB G7J705 
MeTrunc4 Medicago truncatula UniProtKB A0A072URR5 
MeTrunc5 Medicago truncatula UniProtKB A0A072USJ6 
PhVulga1 Phaseolus vulgaris UniProtKB V7CU13 
PhVulga2 Phaseolus vulgaris UniProtKB V7AST5 
PhVulga3 Phaseolus vulgaris UniProtKB V7CAP3 
PoTrich1 Populus trichocarpa Phytozome 11.0 (JGI) Potri.014G022900 
PoTrich2 Populus trichocarpa Phytozome 11.0 (JGI) Potri.002G122900  
PoTrich3 Populus trichocarpa Phytozome 11.0 (JGI) Potri.012G063400 
SoLycop1 Solanum lycopersicum UniProtKB K4BUT1 
SoLycop2 Solanum lycopersicum UniProtKB K4C8B3 
SoLycop3 Solanum lycopersicum UniProtKB K4BKY1 
ViVinif1 Vitis vinífera  Phytozome 11.0 (JGI) GSVIVG01009430001 
ViVinif2 Vitis vinífera  Phytozome 11.0 (JGI) GSVIVG01008150001 
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Suplemento 2: Cebadores usados en las reacciones de PCR 
Refere
ncia 
Secuencia nucleotídica 
A1-1 GGGTGCATCCTACTGCCAAAT 
A1-2 GCCACCCTTACCATCTTCCAA 
A1-3 GTGGTTGTTCTGTGGGAAGA 
A1-4 CTAGTTAATTAAcATGGGATGGGCCATAGCT 
A1-5 AGAGGCGGCCGCCTACTGCCAAATGCC 
A1-6 GGAATGTTCCCGGAGACTGTGGGTTGTGTTG 
A1-7 CAACACAACCCACAGTCTCCGGGAACATTCC 
A1-8 CCTTCAGAATGGGGAAACTGTGGGTTGTGTTG 
A1-9 CAACACAACCCACAGTTTCCCCATTCTGAAGG 
A1-10 GTTTGACTACCGTCTCCCAGAAACTGTGGGTTGTGTTG 
A1-11 CAACACAACCCACAGTTTCTGGGAGACGGTAGTCAAAC 
A1-12 CATCGCGGCCGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGCGCATAGTCAGGAACAT
CGTATGGGTACTGCCAAATGCCTACTTC 
A1-13 GGTGAAGGTGAAGCCATAATCC 
A1-14 TGCAGCAACGTCTCCATTAC 
A1-15 AAAAAGCAGGCTTCATGGGATGGGCCATAGCT 
A1-16 AGAAAGCTGGGTCCTACTGCCAAATGCCTACTTCAAA 
A2-1 GGAAGGCGAGAGGCAG 
A2-2 GCATACCACATAACAATCCCAAG 
A2-3 GAGGTTAATTAACATGGGGTGGGCAATTGCCTTG 
A2-4 AGAAGCGGCCGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGCGCATAGTCAGGAACAT
CGTATGGGTATGCCAATATTCCCACTTC 
A2-5 GAAGCAGCTAATTATGTGATAGGAC 
A3-1  GAAGGGGAGGGACGAG 
A3-2 ATGCATGTTAAGACATCAGTT 
A3-3 GAGCTTAATTAACATGGGGTGGGCACTTGCGTTG 
A3-4 CAGTGCGGCCGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGCGCATAGTCAGGAACAT
CGTATGGGTATGCCAATATTCCCACTTC 
A3-5 GCGGCTAATTATGTTATGGGAA 
A3-6 CATCAGTTCAAATCCAAATACATATTAAG 
AP-1 GTTGATCCATGCTTGCCAAT 
AP-2 GACCAGAAACTGCTCCACA 
AP-3 CATTAATTGGATTTGGATTGCTCACCAGG 
AP-4 CAATGCAAGAGCAGGTCCTTGGCTTC 
AP-5 TGTCAAGCTTTCCAATTATTGTCTCTA 
AP-6 CAATAAGCTTTCCATATTAAAACAATTCTAA 
AP-7 AACAAAGCTTGAACAACCATGAATTAC 
173
AP-8 CAGCGGATCCAAAGGGAAGTGGA 
AP-9 CAGCGAATACGTCCATTTCC  
AP-10 GACAATGCAAGAGCAGGTC 
AP-11 CTGCCTATCACGTTGTGT 
AP-12 AAAGTGTGCCTAGGATATGA 
AP-13 AAACATCTAGGGAACAACCA 
OA-1 CCTGAACCATGTGATCGTTG 
OA-2 CTAAGGCAATGTGGGCATTT 
GS-1 GGAACGTGAAGGCAAAGG 
GS-2 CACTTCAATCGTATCGGCATC 
attB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 
attB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT 
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Suplemento 3: Contribución que avala la tesis
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Abstract
Background: Transcript profiling of differentiating secondary xylem has allowed us to draw a general picture of the
genes involved in wood formation. However, our knowledge is still limited about the regulatory mechanisms that
coordinate and modulate the different pathways providing substrates during xylogenesis. The development of
compression wood in conifers constitutes an exceptional model for these studies. Although differential expression
of a few genes in differentiating compression wood compared to normal or opposite wood has been reported, the
broad range of features that distinguish this reaction wood suggest that the expression of a larger set of genes
would be modified.
Results: By combining the construction of different cDNA libraries with microarray analyses we have identified a
total of 496 genes in maritime pine (Pinus pinaster, Ait.) that change in expression during differentiation of
compression wood (331 up-regulated and 165 down-regulated compared to opposite wood). Samples from
different provenances collected in different years and geographic locations were integrated into the analyses to
mitigate the effects of multiple sources of variability. This strategy allowed us to define a group of genes that are
consistently associated with compression wood formation. Correlating with the deposition of a thicker secondary
cell wall that characterizes compression wood development, the expression of a number of genes involved in
synthesis of cellulose, hemicellulose, lignin and lignans was up-regulated. Further analysis of a set of these genes
involved in S-adenosylmethionine metabolism, ammonium recycling, and lignin and lignans biosynthesis showed
changes in expression levels in parallel to the levels of lignin accumulation in cells undergoing xylogenesis in vivo
and in vitro.
Conclusions: The comparative transcriptomic analysis reported here have revealed a broad spectrum of
coordinated transcriptional modulation of genes involved in biosynthesis of different cell wall polymers associated
with within-tree variations in pine wood structure and composition. In particular, we demonstrate the coordinated
modulation at transcriptional level of a gene set involved in S-adenosylmethionine synthesis and ammonium
assimilation with increased demand for coniferyl alcohol for lignin and lignan synthesis, enabling a better
understanding of the metabolic requirements in cells undergoing lignification.
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Suplemento 4: Otras contribuciones
Background
Large amounts of wood can be formed throughout the
life of a tree through a complex process of cell differenti-
ation called xylogenesis. In this process, cambium-
derived cells undergo cell division followed by thicken-
ing of the secondary cell wall by modification of the syn-
thesis and deposition of cellulose, hemicelluloses, cell
wall proteins and lignin, and finally programmed cell
death to develop tracheary elements [1]. Genes involved
in these cellular processes are under strict transcrip-
tional regulation during different stages of differentiation
[2]. Nevertheless, inputs from external cues are also
integrated in this developmental program to adapt sec-
ondary xylem properties to growth requirements in a
continuously changing environment [3]. As a result of
this interaction, natural variations are found in wood
properties not only among different species and geno-
types, but also within the same tree [4].
Transcriptome analysis of differentiating secondary xylem
has allowed us to draw a general picture of the genes, meta-
bolic pathways and potential regulators involved in wood for-
mation [5-11]. However, our knowledge is limited as to how
the transcriptomes, proteomes and metabolomes involved in
wood development are modulated by developmental and en-
vironmental signals to cause within-tree variation in wood
properties. Considerable effort has been focused on studying
the main pathways that lead to monolignol biosynthesis [12]
and carbohydrate partitioning to cellulose [13], as well as
understanding how changes in gene expression in those
pathways may affect cellular wall characteristics and, conse-
quently, wood quality [14]. However, less attention has been
paid to the pathways that provide S-adenosylmethionine
(SAM) for methylation reactions during biosynthesis of coni-
feryl and sinapyl alcohols, even though transcripts and pro-
teins for enzymes of these pathways are abundant in the
developing xylem [15,16]. Consumption of methyl units dur-
ing lignification also implies the existence of an important
carbon sink, and modifications in the availability of SAM
may affect wood quality through alterations in lignin content
and composition [16-18]. Furthermore, it has been proposed
that glycine decarboxylase activity associated with SAM me-
tabolism could be an important source of released ammo-
nium, which must be efficiently re-assimilated to prevent
significant imbalances in the strict nitrogen economy of the
plant [19].
Molecular determinants of intra-genotype variation can
be identified by comparing transcriptomes from cambial
derivatives undergoing differentiation in the same tree that
produce wood that differs in composition and structure
[4]. However, the plasticity of the molecular machinery
involved in wood formation [3] may result in some diffi-
culties in terms of defining candidate genes when expres-
sion patterns are compared over different annual growth
periods. Therefore, the definition of a consistent set of
candidate genes for wood property variations requires
analysis that mitigates sources of variation from genotypes
and local environmental changes.
Reaction wood illustrates how the integration of envir-
onmental signals into the secondary xylem developmental
program leads to intra-genotype variation in wood. When
the stem of a woody plant grows in a non-vertical orienta-
tion it forms reaction wood, a specialized secondary xylem
that helps the stem maintain a certain orientation and re-
orients growth [20]. In gymnosperms, reaction wood is
called compression wood and it develops on the underside
of branches and inclined stems [21]. Cell walls in com-
pression wood tracheids are thicker than in normal wood
and lack the innermost S3 layer. It also contains more lig-
nin, less cellulose and altered levels of hemicelluloses than
normal wood. Moreover, in compression wood cellulose
microfibrils are deposited with increased angle relative to
the cell axis [22,23], and the lignin is enriched in p-
hydroxyphenylpropane units [24,25]. In contrast, opposite
wood develops on the opposite side of the inclined stem
and it is more similar to normal wood [25]. Differential ex-
pression of a few genes during compression wood differ-
entiation compared to normal or opposite wood has been
reported [16,26-28]. However, the clear anatomical, struc-
tural and compositional differences that characterize com-
pression wood suggest that the expression of more genes
would be modified during its differentiation [25,29,30].
We are interested in how biosynthetic pathways that pro-
vide substrates for xylogenesis are coordinated and regulated
according to the different demands during development of
wood with distinct composition. In particular, comparison of
samples from differentiating compression wood and opposite
wood from the same tree allows us to analyze the transcrip-
tome changes accompanying to different levels of lignin de-
position during xylogenesis. In this work, we present the
results of a comparative transcriptomic analysis that compre-
hensively uses a range of cDNA libraries and microarray ana-
lyses, combining samples from different Pinus pinaster
provenances collected in different years and geographic loca-
tions, to identify changes in the transcriptome associated
with compression wood development.
Results
Identification of genes differentially expressed during
compression and opposite wood formation in Pinus
pinaster
To identify genes that are differentially expressed between
compression (Cx) and opposite (Ox) developing xylem we
followed the strategy depicted in Figure 1. Samples from
different provenances collected in different years at two
latitudes were integrated into the analyses to mitigate the
effects of multiple sources of variability. Two microarrays
were manufactured with cDNA libraries constructed with
RNA isolated from adult maritime pine trees of Corsican
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and Aquitaine provenances grown in Aquitaine, France.
The first microarray (Figure 1, cDNA microarray 1) was
constructed using a set of 2800 cDNAs from samples of
Cx, Ox, early (Ex) and late (Lx) developing xylem col-
lected in 1998, 1999 and 2000. The second microarray
(Figure 1, cDNA microarray 2) was constructed with 4041
cDNA clones from four subtractive libraries obtained by
reciprocally subtracting cDNA populations obtained from
Cx and Ox samples that were collected in 1998 and from
juvenile (Jx) and mature (Mx) developing xylem collected
in 2001. Both microarrays were hybridized with labeled
aRNA targets synthesized from Cx and Ox collected from
four maritime pine trees of the Sierra Bermeja proven-
ance, Spain [31], sampled in 2005. To validate the expres-
sion patterns of selected genes, northern blot and qRT-
PCR analyses were carried out with samples of adult trees
from Sierra Bermeja provenance collected in 2005 and
2008, respectively.
Microscopic examination and lignin quantification were
performed for phenotypic validation of the samples
(Figure 2). Consistent with the typical morphology of
compression wood tracheids [25], transversal sections of
developing tracheids showed a rounded shape and many
intercellular spaces, whereas Ox developing tracheids had
straight sides and few intercellular spaces (Figure 2a).
Lignin content was determined in samples from the four
trees used in microarray analyses and the four trees used
in qRT-PCR (Figure 2b). Cx samples contained signifi-
cantly more lignin than Ox samples. However, variability
in lignin content between both types of developing xylem
was evident among trees. In particular, the difference in
lignin content between Cx and Ox samples from tree T4-
08 was lower compared to the other trees and not statisti-
cally significant according to a t-test.
Results of hybridization analyses of both microarrays are
summarized as volcano plots in Figure 3. After eliminating
spots flagged as bad, not found or absent and those with a
signal intensity that did not surpass twofold their back-
ground signal, only 2598 and 3148 spots were kept for fur-
ther analysis in microarray 1 and 2 respectively. Relative
Figure 1 Schematic overview of the experimental procedure used in this work to identify genes differentially expressed between
compression and opposite developing xylem from maritime pine. Samples of differentiating secondary xylem forming compression (Cx),
opposite (Ox), early (Ex), late (Lx), juvenile (Jx) and mature (Mx) wood were used for cDNA libraries construction.
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expression values (log2 Fold Change), p-values and
adjusted p-values for all the spots represented in Figure 3
are available in Additional files 1 and 2. A clear bias is
observed in both cases, with a higher number of spots
showing up-regulation in Cx compared to Ox. The ana-
lysis of microarray 1 shows 229 spots containing probes
for genes that were significantly up-regulated (p ≤ 0.001)
by at least 1.5-fold during compression wood formation,
and only 90 spots showing up-regulation during opposite
wood formation (Figure 3a). Since these cDNAs were pre-
viously sequenced to construct an EST database of Pinus
pinaster developing xylem the sequences were already
available [32]. The analysis of microarray 2 identified 291
spots showing up-regulation in Cx and 132 spots showing
up-regulation in Ox (Figure 3b). Only these 423 cDNA
clones were sequenced from the probe set of microarray 2.
Sequences with an average Phred score >20 per nu-
cleotide in a sliding window of 15 nucleotides and a
minimal length of 100 nucleotides were kept for further
analysis (average length of 437 nucleotides and a stand-
ard deviation of ±171). Those with lower quality scores
or shorter than 100 nucleotides were re-sequenced. The
complete set of sequences corresponding to differentially
expressed genes from microarray 1 and 2 were used to
define a set of unigenes, and a total number of 355 uni-
genes up-regulated in Cx and 176 unigenes up-regulated
in Ox were obtained. Moderate values of sequence
redundancy were obtained (31.6% for Cx and 21.2% for
Ox).
To validate the transcriptomic analysis, a group of
genes was selected and their cDNAs were used as probes
for northern blot analysis of RNA extracted from Cx
Figure 2 Cross-sectional images and lignin content analysis of cambial scraping samples used in gene expression analyses. (a)
Representative microscopic images of thin transversal cross-sections of cambial scrapings stained with phloroglucinol. The orientation of the
differentiating tracheids in the scraping relative to the cambium and developed xylem is indicated at the bottom of the pictures. Blue arrows
mark typical intercellular spaces in compression wood, and black arrows mark cells with characteristic rounded shape in compression wood or
straight sides in opposite wood. Scale bar at the bottom left represents 0.1 mm. (b) Lignin content of cambial scrapings from compression (black
bars) and opposite (grey bars) sides of the eight different maritime pine trees analyzed, sampled in May 2005 (T1-05, T2-05, T3-05, T4-05) and May
2008 (T1-08, T2-08, T3-08, T4-08) after two months of artificial mechanical bending. Lines on the top of every bar show standard error of the
mean for four independent replicates. Statistical significance of differences in lignin content between cambial scrapings from compression and
opposite sides from the same tree was determined with a paired Student´s t-test (p< 0.05). All differences were statistically significant except for
tree T4-08.
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and Ox (Figure 4). The differential expression patterns
in Cx and Ox observed in microarrays analyses were
validated for all selected genes. In particular, northern
blot analysis suggested that our strategy allowed us to
identify some genes that may be specifically induced at
high levels in Cx whereas are not expressed or expressed
at very low levels in Ox (Figure 4, EFE, GST, GLP, XGT,
LHT). As a control, the expression pattern was also con-
firmed for a gene that is expressed at similar levels in
both types of differentiating xylem according to micro-
array analysis (Figure 4b, panel labeled 13-7XLA6).
Trancriptome changes in functional categories related to
cell wall during compression wood formation in pine
The complete set of unigenes was functionally annotated
using BlastX analysis [33] against GenBank and BlastN
using the Pine Gene Index database (Additional file 3).
Sequences that matched with the same entry in the data-
base were assumed to represent the same gene. There-
fore, the final numbers of unigenes were reduced to 331
for Cx and 165 for Ox. Most of these genes showed sig-
nificant similarities to sequences in databases (293 in Cx
and 145 in Ox), although some of them were similar to
sequences with unknown function (49 in Cx and 45 in
Ox). The number of unigenes with no significant simi-
larity was low in both cases (38 in Cx and 20 in Ox).
The genes with assigned function were grouped into
functional categories using the Arabidopsis thaliana Mun-
ich Information Centre for Protein Sequences (MIPS)
database, and suppression of redundancy in MIPS funcat
assignations by decision according to their most probable
role in xylem development (Additional file 3). In keeping
with the greater number of genes identified as up-
regulated in Cx, most of the functional categories included
more genes in this tissue (Figure 5 and Additional file 3
for details). The most represented categories were “C-
compound and carbohydrate metabolism” (30 in Cx/9 in
Ox), “cellular transport” (25 in Cx/8 in Ox), “protein syn-
thesis” (18 in Cx/12 in Ox), “amino acid metabolism” (26
in Cx/2 in Ox), “secondary metabolism” (24 in Cx/2 in
Ox), “cell rescue, defense and virulence” (11 in Cx/15 in
Ox) “protein fate” (14 in Cx/11 in Ox), “biogenesis of cell
wall components” (13 in Cx/8 in Ox), “energy” (17 in Cx/0
in Ox), “biogenesis of cytoskeleton” (10 in Cx/2 in Ox),
and “cellular communication/signal transduction mechan-
ism” (8 in Cx/3 in Ox).
The functional categories with larger numbers of up-
regulated genes in Cx compared to Ox are consistent with
structural and chemical modifications of the cell wall, and
Figure 3 Volcano plots of microarray analyses to identify genes
differentially expressed during compression and opposite
wood formation. The common logarithm of the p-value was
represented as a function of the binary logarithm of the
background-corrected and normalized opposite:compression
fluorescence ratio (log2 Fold Change) for each spot. Vertical bars
delimit the spots showing up-regulation in developing compression
xylem by at least 1.5-fold compared to developing opposite xylem
(Up-regulated in Cx) or spots showing up-regulation in developing
opposite xylem by at least 1.5-fold compared to developing
compression xylem (Up-regulated in Ox). The horizontal line delimits
the spots showing significant up-regulation under the criteria of an
adjusted p-value≤ 0.001. Therefore, the upper left and right sectors
delimited by the horizontal and vertical lines include the spots (in
red) containing probes for genes significantly up-regulated in
developing compression or opposite xylem respectively. The
number of spots corresponding with genes significantly up-
regulated in Cx or Ox are shown in the top side of the sector. (a)
Results from the analysis of microarray 1 constructed with cDNA
clones from the composite library. (b) Results from the analysis of
microarray 2 constructed with cDNA clones from subtractive
libraries.
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as shown in Additional file 3 (“Up-regulated in Cx” tab) in-
clude genes encoding cellulose synthase subunits (contigs
19 and 7S, singletons BX249614 and FN256963), sucrose
synthase (contigs 12 and 35S), cellulose synthase-like A
(contig 19S), glycosyltransferases (contig 4P, singleton
BX250177), xyloglucan galactosyltransferase (singleton
FN256497), α- and β-tubulins (contigs 13, 7P, 31S and 51S,
singletons BX255503, FN256632, FN256674, FN256784,
BX255285, BX249611 and FN256695) and a putative
microtubule-associated protein (singleton BX253390). In
particular, the gene encoding xyloglucan galactosyltransfer-
ase (XGT) showed a high level of expression in Cx, whereas
transcripts were undetectable in Ox (Figure 4b, XGT).
Transcripts for enzymes involved in lignin biosynthesis were
also up-regulated in Cx (Additional file 3, “Up-regulated in Cx”
tab), including those encoding enzymes in the monolignol bio-
synthetic pathway, such as phenylalanine ammonia lyase (PAL:
contig 3S, singletons BX249569, BX253670 and FN257113), p-
coumarate 3-hydroxylase (C3H: singleton BX248886), 4-
coumarate:CoA ligase (4CL: singletons BX255483 and
BX253310), cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD: contig 2P,
singleton BX253572), hydroxycinnamoyl-CoA:shikimate hydro-
xycinnamoyl transferase (HCT, singleton FN256636), caffeoyl-
CoA-O-methyltransferase (CCoAOMT, singleton FN256577)
and caffeate O-methyltransferase (COMT, contig 19P).
Several genes up-regulated in Cx and classified in the
functional category “amino acid metabolism” encode
enzymes involved in the synthesis of precursors for mono-
lignol biosynthesis, such as the enzymes of the main trunk
of the shikimate pathway chorismate synthase (contig 5,
singleton FN256628), 3-dehydroquinate dehydratase/shiki-
mate 5-dehydrogenase (contig 22), shikimate kinase (single-
ton BX251461) and 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate
synthase (singleton BX252482). In particular, the expression
pattern was confirmed by northern blot for the genes en-
coding chorismate synthase, and 3-dehydroquinate dehy-
dratase/shikimate 5-dehydrogenase (Figure 4a, CS and
DHQ/SDH, respectively).
Expression of genes encoding enzymes related to SAM
biosynthesis in cells undergoing xylogenesis
Genes related to S-adenosylmethionine (SAM) metabol-
ism were also widely represented among those up-
regulated in Cx and classified in the functional category
“amino acid metabolism” (Additional file 3, “Up-regulated
in Cx” tab). SAM is a universal methyl donor for many
different cellular metabolic reactions, including those cat-
alyzed by CCoAOMT and COMT. Both enzymes are es-
sential for the biosynthesis of coniferyl and sinapyl
alcohols, precursors of lignin, lignans and other phenyl-
propanoids [34]. Therefore, the higher lignin content of
compression wood may require a larger supply of SAM
during development compared to opposite wood.
To unambiguously validate the differential expression
patterns observed in the microarray analyses for genes
related to SAM metabolism, relative transcript levels were
analyzed by qRT-PCR in Cx and Ox of four independent
trees from Sierra Bermeja that were sampled in 2008 (Fig-
ure 6 shows fold change values of relative transcript abun-
dance and values for normalized relative abundance are
provided in Additional file 4). These genes encode the
enzymes of the activated methyl cycle and included methio-
nine synthase (MS: contigs 27 and 21S, singletons
BX255406, BX255477, BX251773, FN257093 and
Figure 4 Validation of the expression profiles of selected genes
in compression and opposite developing xylem. Equal amounts
of total RNA isolated from compression (Cx) and opposite (Ox)
differentiating xylem from adult maritime pine trees were size
fractioned by electrophoresis and transferred to nylon membranes.
PCR-amplified cDNA from 21 genes identified as differentially
expressed in analyses of cDNA microarray 1 (a) or cDNA microarray
2 (b) were labeled with 32P and used as probes. The panel 13-7 XL
A6 shows the result of hybridization with cDNA from a gene
classified as non-differentially expressed by the microarray analyses.
Panels below every northern blot show methylene blue staining, as
a loading control. Functional annotation and accession number of
the corresponding ESTs: CS (chorismate synthase, BX250851), DHQ/
SDH (3-dehydroquinate dehydratase/shikimate 5-dehydrogenase,
BX251808), mSHMT (mitocondrial serine hydroxymethyltransferase,
BX249820), EFE (ethylene-forming enzyme, BX251740), LAC (laccase,
BX252150), GST (glutathione S-transferase, BX250376), MS
(methionine synthase, BX255477), SAMS (S-adenosylmethionine
synthetase, BX248790), GS1b (glutamine synthetase 1b, BX253698),
GLP (germin-like protein, FN256510), XGT (xyloglucan
galactosyltransferase, FN256497), LHT (lysine/histidine transporter,
FN256535), PLR (pinoresinol-lariciresinol reductase, FN256693), GDCH
(glycine decarboxylase complex H-protein, FN256878), COMT
(caffeate O-methyltransferase, FN256925), CCoAOMT (caffeoyl-CoA-O-
methyltransferase, FN256577), cSHMT (cytosolic serine
hydroxymethyltransferase, FN256831), SAHH (S-adenosyl
homocysteine hydrolase, FN256791),unknown (unknown-function
gene, FN256975), XET (xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase,
FN256785), 13-7XLA6 (cDNA of a gene with the same level of
expression in Cx and Ox according to microarray analyses).
Villalobos et al. BMC Plant Biology 2012, 12:100 Page 6 of 17
http://www.biomedcentral.com/1471-2229/12/100
196
FN256480), S-adenosylmethionine synthase (SAMS: single-
tons BX248790, FN257080, FN256463, FN256552,
FN564393) and S-adenosylhomocysteine hydrolase (SAHH:
contig 22S). The expression of genes encoding enzymes of
the monolignol pathway branch that utilizes methyl groups
provided by SAM to produce methoxylated monolignols
were also analyzed, including hydroxycinnamoyl-CoA:shiki-
mate hydroxycinnamoyl transferase (HCT), Caffeoyl-CoA-O
-methyltransferase (CCoAOMT) and Caffeate O-
methyltransferase (COMT). Other genes included in the ana-
lysis encode enzymes involved in the supply of methyl units
into the activated methyl cycle from the amino acid serine,
such as cytosolic methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR: singletons BX254818 and FN564392) and serine
hydroxymethyltransferase (cSHMT: contig 11 and singleton
FN256755), mitochondrial glycine decarboxylase complex
H-protein (GDCH: singleton FN256878) and serine hydroxy-
methyltransferase (mSHMT: singleton BX249820), and the
plastid enzymes 3-phosphoglycerate dehydrogenase
(PHGDH: singletons BX251805, FN256792) and phospho-
serine aminotransferase (PSAT: singleton FN257119). Finally,
we also considered a gene encoding glutamine synthetase
(GS1b: singleton BX253698) up-regulated in Cx according to
microarray analysis (Additional file 3), which has been pro-
posed to play a key role in re-assimilation of ammonium
released from different process in developing xylem [19,35].
To unambiguously verify the identity of the encoded pro-
teins, we cloned by RLM-RACE the full-length cDNAs for
those genes that were not available in databases (see Add-
itional file 5 for accession numbers). All these genes were in-
deed up-regulated in Cx compared to Ox in the four trees
according to fold change values of relative transcript abun-
dance (Figure 6 and Additional file 4). However, it is interest-
ing to note that smaller differences in transcript levels
between the two types of xylem were observed in tree T4-08.
As a control, the relative transcript levels for two reference
genes used in the normalization of qRT-PCR data are shown
in Additional file 6.
To further demonstrate the relationship between lig-
nin accumulation and enhanced expression of genes
related to SAM metabolism, we quantified by qRT-PCR
the relative levels of transcripts in cells from Pinus pin-
aster calli that were stimulated to differentiate tracheids
in vitro. We tested the occurrence of tracheids after 0, 7
and 15 days of transfer to the induction medium (EDM
without hormones) by phloroglucinol staining and mi-
croscopy inspection (Figure 7a). Differentiated tracheids
were present even in the control medium (EDM with
hormones), but the number of differentiated tracheids
was higher in induction medium (data not shown). Con-
sequently lignin levels were higher in samples from in-
duction medium (Figure 7b). Transcript levels of genes
encoding enzymes involved in SAM metabolism were
higher in cells transferred to induction medium com-
pared to those transferred to control medium, in parallel
with the observed increase in lignin (Figure 7c). In most
Figure 5 The most represented functional categories among the genes differentially expressed in Cx and Ox. The complete set of
unigenes was grouped into functional categories using the MIPS database. Those categories with a total number of unigenes over 10 were
considered as the most represented. The total number of unigenes is shown between brackets following the category name. The number of
unigenes up-regulated in Cx is represented as black bars, and the number of unigenes up-regulated in Ox is represented as grey bars.
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of the genes the level of transcripts in cells after 15 days
in induction medium was at least twice the level in cells
that were cultured in control medium.
Expression of genes encoding enzymes related to lignan-
biosynthesis in cells undergoing xylogenesis
In addition to being a lignin precursor, coniferyl alcohol
is also a precursor of different lignans [36]. Three genes
encoding enzymes involved in biosynthesis of coniferyl
alcohol-derived lignans were also found among the up-
regulated genes in Cx, according to microarray analyses
(Additional file 3). Pinoresinol-lariciresinol reductase
(PLR: contig 44S, singletons BX251658 and BX252917)
is an enzyme involved in the 8-8’ linked lignans pathway,
and phenylcoumaran benzylic ether reductase (PCBER:
contigs 17 and 17S, singleton FN256729) and phenylpro-
penal double-bond reductase (PPDBR: contig 36S,
singleton BX255256) are involved in the 8-5’ linked lig-
nans pathway [37]. The differential expression of genes
encoding these enzymes was also validated in four trees
by qRT-PCR, with higher transcript levels in Cx com-
pared to Ox (Figure 8a). Notably, this difference was also
lower in tree T4-08. Transcript levels were also
increased in cells of Pinus pinaster calli that were
induced to differentiate into tracheids compared to non-
induced cells (Figure 8b).
Discussion
Comparative transcriptome analysis shows
reprogramming of cell wall related genes during
compression wood formation in pine
In this work, we carried out a comparative transcriptome
analysis between developing compression and opposite
wood using a combination of differently constructed cDNA
Figure 6 Enzymes involved in S-adenosylmethionine metabolism and differential expression of the corresponding genes in Cx and Ox.
Transcript levels were analyzed in samples from four adult trees (T1-08, T2-08, T3-08, T4-08 in Fig. 2) after two months of artificial bending of
stems, and the Cx/Ox fold change in each tree as determined by qRT-PCR is represented in four squares for every gene by a red color scale.
Numerical values of fold change represented by the color scale are shown at the bottom right. GDC: glycine decarboxylase complex; mSHMT:
mitochondrial serine hydroxymethyltransferase; cSHMT: cytosolic serine hydroxymethyltransferase; MS: methionine synthase; MTHFR:
methylenetetrahydrofolate reductase; SAMS: S-adenosylmethionine synthase; COMT: caffeate O-methyltransferase; CCoAOMT: caffeoyl-CoA-O
-methyltransferase; SAHH: S-adenosylhomocysteine hydrolase; HCT: hydroxycinnamoyl-CoA:shikimate hydroxycinnamoyl transferase; PHGDH: 3-
phosphoglycerate dehydrogenase; PSAT: 3-phosphoserine aminotransferase; PSP: 3-phosphoserine phosphatase; NADH GOGAT: NADH-dependent
glutamate synthase; GS1b: glutamine synthetase 1b; THF: tetrahydrofolate; HCy: homocysteine; SAHcy: S-adenosylhomocysteine; 3PGA: 3-
phosphoglycerate; 3PHP: 3-phosphohydroxypyruvate; 3PSer: 3-phosphoserine.
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Figure 7 Lignin accumulation and expression of genes involved in S-adenosylmethionine metabolism during in vitro tracheid
differentiation from Pinus pinaster callus cells. (a) Microscopic image of Pinus pinaster tracheids developed in vitro. Lignin deposited in a
typical band pattern was stained with phloroglucinol. Scale bar on the bottom left represents 10 μm. (b) Lignin contents in culture of Pinus
pinaster cells after 0, 7 and 15 days of transfer to induction medium (without hormones, open circles) or control medium (with hormones, closed
circles). Values are the means of three independent quantifications ± SE. (c) Relative transcript abundance of genes involved in S-
adenosylmethionine metabolism after 0, 7 and 15 days of transferring Pinus pinaster callus cells to induction medium (without hormones, open
circles) or control medium (with hormones, closed circles). Values are the means of three independent replicates ± SE.
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libraries and microarray analyses (Figure 1). Samples from
three unrelated provenances, different geographic location
or collected in different years (Figure 2) were integrated in
the analysis to mitigate the potential effects of variability
triggered by genotypic or environmental differences in
order to identify a consistent set of candidate genes for
wood properties.
The external stimulus that leads to the formation of
compression wood caused significant changes of gene ex-
pression, as revealed by the large number of genes that
were up-regulated or down-regulated in Cx compared to
Ox (Figure 3) and the specific expression of some genes in
Cx (Figure 4). An important component of this gene re-
programming is clearly related to the chemical and
Figure 8 Relative transcript abundance of three genes involved in lignan biosynthesis in cells undergoing xylogenesis. Relative
transcript abundance for each gene was determined by qRT-PCR. (a) Relative transcript levels in compression (black bars) and opposite (grey bars)
developing xylem from four adult trees (T1-08, T2-08, T3-08, T4-08) after two months of artificial bending of the stems. (b) Relative transcript
levels after 0, 7 and 15 days of transferring Pinus pinaster callus cells to induction medium (without hormones, open circles) or control medium
(with hormones, closed circles). Values are means ± SE of three independent replicates. PLR: Pinoresinol-lariciresinol reductase; PCBER:
phenylcoumaran benzylic ether reductase; PPDBR: phenylpropenal double-bond reductase.
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structural modifications of the thick secondary cell wall
characteristic of conifer reaction wood, as suggested by
the over-represented functional categories among the up-
regulated genes in Cx, such as biogenesis of cytoskeleton,
biogenesis of cell wall components, secondary metabol-
ism, cellular transport and C-compound and carbohydrate
metabolism (Figure 5 and Additional file 3).
A parallel up-regulation of genes encoding cellulose
synthase subunits and sucrose synthase in Cx compared
to Ox was observed, suggesting a higher rate of cellulose
biosynthesis during compression wood formation. It has
been well documented that the relative content of cellu-
lose in compression wood is lower than in normal wood
and opposite wood [21,38]. However, the S2 layer of sec-
ondary cell walls in compression wood is thicker than in
normal and opposite wood, which contributes to the
final thickness of the tracheid cell wall [21]. Therefore,
in terms of absolute quantity, the development of com-
pression tracheids may require higher rates of cellulose
synthesis.
Different genes encoding α- and β-tubulins were also
up-regulated during compression wood formation. Up-
regulation of α-tubulin during compression wood forma-
tion in Pinus taeda has been reported previously [16],
which supports our findings. Different lines of experimen-
tal evidence suggest that cortical microtubules of the cyto-
skeleton are involved in secondary cell wall pattern
deposition and cellulose microfibril orientation [39,40].
We also identified a gene up-regulated in Cx that encodes
a putative microtubule-associated protein (MAP). Several
MAPs have been investigated [41] and their involvement
in regulating cellulose microfibril angle (MFA) has been
revealed in Arabidopsis MAP mutants, which show
altered MFA in fiber walls [42,43]. More recently, it has
been demonstrated that microtubule-associated protein
AtMAP70-5 regulates secondary cell wall patterning in
Arabidopsis [44]. Differential expression of these genes
may contribute to the remarkable variation of MFA in the
S2 cell wall layer between compression and opposite or
normal wood, which plays a key role in the different
mechanical properties of both types of wood [20,21,29,45].
Another group of genes that are up-regulated during
compression wood differentiation encode enzymes that
could be involved in the biosynthesis of hemicellulose,
including a cellulose synthase-like, two glycosyltrans-
ferases and a xyloglucan galactosyltransferase. Although
xyloglucan is a hemicellulose characteristic of primary
cell walls, it has been suggested that modifications in
xyloglucan may be related to the reinforcement of con-
nections between primary and secondary wall layers
[46]. In particular, the gene encoding a putative xyloglu-
can galactosyltransferase seems to be specifically induced
during Cx formation (Figure 4b, XGT and data not
shown). In contrast, two genes encoding a putative
xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase are downre-
gulated in Cx compared to Ox (Additional file 3, “Up-
regulated in Ox” tab and Figure 4b, XET). Therefore,
our comparative transcriptome analysis suggests specific
modifications of hemicellulose biosynthesis during com-
pression wood development.
Consistent with the enrichment of lignin in compression
wood [21], we found that genes encoding enzymes of the
monolignol biosynthetic pathway were up-regulated in Cx
(Additional file 3, “Up-regulated in Cx” tab), such as
phenylalanine ammonia-lyase (PAL), 4-coumarate:CoA lig-
ase (4CL), p-coumarate-3-hydroxylase (C3H), cinnamyl-
alcohol dehydrogenase (CAD) hydroxycinnamoyl-CoA:shi-
kimate hydroxycinnamoyl transferase (HCT), caffeoyl-
CoA-O-methyltransferase (CCoAOMT) and caffeate O-
methyltransferase (COMT). In addition, the biosynthesis of
monolignols demands substrates such as phenylalanine,
shikimate and S-adenosylmethionine (SAM), which are
provided by different metabolic reactions [12]. The quanti-
tative importance of the shikimate and SAM metabolic
pathways in the context of a highly lignified tissue, such as
compression xylem, is supported by the fact that 22 of the
26 genes up-regulated in Cx that were classified in the
“amino acid metabolism” functional category encode
enzymes in these pathways (Additional file 3, “Up-regulated
in Cx” tab).
In agreement with the elevated levels of shikimate in
compression wood compared to normal wood that has
been reported [30] and the higher demand of this sub-
strate for monolignol biosynthesis, our microarray ana-
lyses showed that four genes encoding enzymes in the
main trunk of the shikimate pathway were up-regulated
in Cx (chorismate synthase, 3-dehydroquinate dehydra-
tase/shikimate 5-dehydrogenase, shikimate kinase and 5-
enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase).
Transcriptional adaptation of SAM biosynthetic pathway
to the metabolic demand of coniferyl alcohol during
xylogenesis
SAM is a methyl-group donor for coniferyl alcohol bio-
synthesis in conifers, and for both coniferyl and sinapyl al-
cohol in angiosperms [34]. Genes involved in lignin
biosynthesis and those encoding enzymes of the activated
methyl cycle were shown to be more highly expressed in
the woody core tissue of hemp [47]. According to this
functional relationship, genes encoding the enzymes of
the activated methyl cycle (MS, SAMS and SAHH) were
also up-regulated in Cx (Additional file 3 and Figure 6).
Moreover, six additional genes were also up-regulated in
Cx that encode enzymes located in three different cellular
compartments, which are involved in providing a continu-
ous supply of methyl groups from serine into the cycle
(Figure 6).
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Two of these genes encode cytosolic serine hydroxy-
methyltransferase (cSHMT) and methylenetetrahydrofolate
reductase (MTHFR), which catalyse the conversion of
serine to glycine with the concomitant transfer of a methyl
group to the tetrahydrofolate to produce 5,10 methylenete-
trahydrofolate and the reduction of 5,10-methylenetetrahy-
drofolate (CH2-THF) to 5-methyltetrahydrofolate (CH3-
THF) respectively (Figure 6). Genes encoding H-protein
subunit of the mitochondrial glycine decarboxylase com-
plex (GDCH) and the mitochondrial serine hydroxy-
methyltransferase (mSHMT) are also included in this
functional group. The essential function of the mitochon-
drial glycine decarboxylase/serine hydroxyl methyltransfer-
ase complex in C1 metabolism has been previously
described [48]. Glycine catabolism and recycling to serine
by GDC/SHMTcomplex prevents the accumulation of gly-
cine under high rates of SAM synthesis. The accumulation
of glycine would push the cSHMT reaction toward the for-
mation of serine and inhibit SAM synthesis [48]. H-protein
is a critical element in the sequence of reactions in the
GDC complex, acting as a mobile substrate for the other
enzymatic components, and changes in the levels of H-
protein may modulate the activity of the complex [49]. Dif-
ferent genes encoding H-protein have been found in Popu-
lus, and transcripts encoding individual isoforms were
specifically abundant in developing xylem, suggesting the
association of distinct isoforms with photorespiration and
C1 metabolism [50]. Finally, genes encoding plastid
enzymes 3-phosphoglycerate dehydrogenase (PGDH) and
phosphoserine aminotransferase (PSAT) are involved in
serine biosynthesis from 3-phophoglycerate [51], which
would supply the high demand of this amino acid that is
required for SAM synthesis during lignification.
The coordinated modulation of SAM and monolignol
biosynthetic genes with lignin accumulation was also sup-
ported by two additional observations. First, the smallest
differences in transcript abundances between Cx and Ox
were observed for tree T4-08 (Figure 6), which also showed
the smallest differences in lignin content (Figure 2b). Sec-
ond, the relative transcript abundance of these genes dur-
ing in vitro tracheid differentiation was parallel to lignin
content (Figure 7). The increase in the levels of all enzymes
involved in SAM synthesis may allow an increased flux
through the pathway to supply the massive demand of me-
thyl groups during lignification, with the minimal impact
on metabolite levels [52]. In conclusion, these data strongly
suggest that up-regulation of SAM metabolism genes dur-
ing compression wood formation is due to an increased de-
mand for methyl groups in coniferyl alcohol biosynthesis.
However, SAM also acts as the precursor in the biosyn-
thesis of the polyamines spermidine and spermine, the
metal ion chelating compounds nicotianamine and the
plant hormone ethylene. When acting as a precursor of
these molecules, SAM is recycled from released 5´-
methylthioadenosine through the Yang cycle [53], but
genes encoding enzymes of this pathway were not found
among those up-regulated in Cx.
As a result of the activity of mitochondrial GDC during
lignification the release of significant amounts of ammo-
nium should be expected (Figure 6), in addition to the am-
monium released in the reaction catalysed by PAL. The
massive ammonium release could compromise nitrogen
economy in a woody perennial during secondary growth if
it is not efficiently recycled [19]. It appears that in order to
cope with the high amounts of ammonia released by PAL
and GDC activities during lignification a glutamine synthe-
tase gene (GS1b) was up-regulated in Cx and during
in vitro tracheid differentiation (Figure 6 and Figure 7).
This gene has been functionally associated with ammonia
assimilation in vascular tissues of seedlings [35,54].
In conifers, lignin lacks sinapyl alcohol, and coniferyl
alcohol is the most abundant monolignol [12] in the
polymer. Compression wood is relatively enriched in H
subunits, and an increase in p-glucocoumaryl alcohol is
associated with development of this reaction wood [30].
Nevertheless, the increased level of transcripts for
enzymes involved in SAM synthesis in Cx indicates a
higher demand for coniferyl alcohol to respond to an
overall increase in lignin production, which is consistent
with the reported higher abundance of coniferin residues
in compression wood relative to normal wood in Pinus
taeda [30]. However, an additional fate for coniferyl al-
cohol is the synthesis of lignans [37]. Three genes en-
coding enzymes involved in coniferyl alcohol-derived
lignan metabolism were also up-regulated in Cx
compared with Ox and in cells that were induced to dif-
ferentiate into tracheids in vitro compared to non-
induced cells (Additional file 3, Figure 8): pinoresinol-
lariciresinol reductase (PLR), phenylcoumaran benzylic
ether reductase (PCBER) and phenylpropenal double-
bond reductase (PPDBR). These results suggest that dur-
ing compression wood formation an increased demand
for coniferyl alcohol residues may also be related to an
increase in the biosynthesis of lignans. Lignans have
been related to defense and heartwood formation [36].
Moreover, PCBER is a prominent poplar xylem protein
that is strongly associated with lignifying cells [55], and
a general function for PCBER has been proposed in lig-
nifying tissues and wood development. Lignans may be
infused in the secondary cell wall during lignification to
cope with the oxidative stress accompanying lignin
polymerization [55], which may explain the enhanced
expression of lignan biosynthesis genes during compres-
sion wood formation and in vitro tracheid differentiation.
Conclusions
Our strategy for comparative transcriptomic analysis in
pine Cx and Ox has revealed a broad spectrum of changes
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in the transcriptome of differentiating xylem cells, consist-
ent with the formation of wood with different structures
and compositions. This work provides a resource for fur-
ther characterization of molecular components that deter-
mine variation in softwood properties. In particular, the
coordinated modulation of expression that was observed
for genes involved in serine, SAM, monolignol and lignan
biosynthesis, and the central role of glutamine synthetase
to avoid N deficiency are important for understanding
plant metabolic requirements and regulation during inten-
sive lignification, and should thus be considered in strat-
egies for lignin bioengineering.
Methods
Plant material
To construct the different cDNA libraries for microarray
manufacturing, P. pinaster samples of compression (Cx),
opposite (Ox), early (Ex) and late (Lx) developing xylem
were collected from different genotypes of a Corsican
clonal population planted in 1986 in the forestry station of
INRA-Pierroton (Aquitaine, France). Compression wood
was induced by bending the stem at an angle of 15° away
from the vertical, and 12 samples were collected at the be-
ginning (early wood) and at the end (late wood) of the
growing season in 1998 and 1999 (after 8 days, 40 days,
120 days and 1.5 year of starting the stimulus) and 2000
(after 6 hours and 1 days after starting the stimulus). Cx
was sampled from the underside of the bent trunk and Ox
from the upper side. Ex and Lx samples were collected
from a 14-year-old straight tree in April and August 1999,
respectively. Juvenile (Jx) and Mature (Mx) developing
xylem were sampled in 2001 from the crown and the base
(breast height) of the stem in a 30-year-old maritime pine
tree from the Aquitaine provenance.
For microarray and northern hybridizations, samples
of Cx and Ox were collected from four maritime pine
trees between 25 and 35 years old (T1-05, T2-05, T3-05
and T4-05) in May 2005 in Sierra Bermeja (Estepona,
Spain). For real-time quantitative PCR analyses (qRT-
PCR), samples of Cx and Ox were collected in May 2008
in Sierra Bermeja from four different trees (T1-08, T2-
08, T3-08 and T4-08). Cx was induced by bending the
tree stem at an angle of 45° for 60 days before sampling.
Developing xylem was scraped with a scalpel after re-
moving bark and phloem. Samples were immediately
frozen in liquid nitrogen after harvesting and stored at
-80 °C until use.
Development of Pinus pinaster calli and in vitro
differentiation of tracheids
Calli were developed from Pinus pinaster hypocotyl
explants using the procedures and culture media described
by Möller et al. [56]. To induce tracheids, callus cells were
suspended in EDM liquid medium and transferred to
induction media following the same procedure as described
by Möller et al. [56], except that the induction medium was
EDM medium without hormones instead of EDM medium
supplemented with activated charcoal. EDM medium with
hormones was inoculated in parallel as a control medium.
Tissue preparation and phloroglucinol staining for light
microscopy
Xylem scrapings were fixed by the freeze substitution
method [57]. Tissue pieces were embedded in Paraplast
(Leica Microsystems) at 42 °C in a progression series with
Histo-Clear and then incubated six times in Paraplast at
62 °C for 8 h. Sections (10 μm) were then obtained from
embedded tissues with a Leitz microtome (Ernst Leitz,
Midland, Ontario, Canada) and directly mounted onto
poly-L-Lys-coated glass slides. Sections were stained with
phloroglucinol (Sigma-Aldrich) following the procedure
described elsewhere [58] and visualized under light micros-
copy, using a Nikon Eclipse E 800 microscope.
Lignin quantification
Cell wall preparation and lignin quantification was per-
formed following the method described by Lange et al.
[59]. For cell wall preparation 100 mg of tissue was used.
Isolation of RNA
Total RNA was isolated following the method of Chang
et al. [60]. RNA concentration and purity was determined
by spectrophotometry and integrity was confirmed by elec-
trophoresis on denaturing agarose/formaldehyde gels.
Construction of cDNA libraries
The cDNA probes for microarray construction were
obtained from two different sources. A composite cDNA li-
brary was constructed from a mixed pool of equal amounts
of total RNA extracted from samples of the Corsican prov-
enance described above, including Ex, Lx and the Cx and
Ox samples from artificially bent trees for different periods
of time (from 6 hours to 1.5 years). PolyA(+) RNA was iso-
lated from the mixed pool of total RNA, and the cDNA li-
brary was constructed using the λ-ZAP-cDNA synthesis kit
(Stratagene, La Jolla, CA, USA).
The second source of cDNA probes was four subtractive
cDNA libraries constructed from samples of the Corsican
provenance by the suppression subtractive hybridization
method (SSH), using the PCR-Select cDNA Subtraction
Kit (Clontech, Palo Alto, CA, USA). Two SSH libraries
were produced using cDNAs from Cx and Ox by perform-
ing the subtraction procedure in both directions. The
same procedure was followed to obtain two SSH libraries
with samples of Jx and Mx. Subtracted cDNAs were
cloned in pGEMW-T Easy plasmid (Promega, Madison,
WI, USA), transformed into Escherichia coli JM109 (Pro-
mega) or XL1Blue (Stratagene, La Jolla, CA, USA) and
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plated on LB plates containing 100 μg/mL ampicillin,
1 mM IPTG and 80 μg/mL X-gal. White colonies were
selected from each library and separately cultured in 96-
well plates containing LB with ampicillin.
Construction of cDNA microarrays
To construct cDNA microarray 1, 2800 inserts from the
composite λ-ZAP cDNA library were PCR-amplified using
T3 and T7 primers or M13 Forward and M13 Reverse pri-
mers. PCR products were purified with 96-well multi-
screen filter plates (Millipore Corp. Bedford, MA, USA).
Amplified cDNAs were checked on agarose gel electro-
phoresis after purification. Solutions of purified-cDNA
probes in 50% DMSO were prepared to a concentration
between 100 and 200 ng/μl, and stored at -20 °C until use.
Each cDNA probe was printed in duplicate onto ULTRA
gaps II coated slides (Corning Inc., NY, USA) using a Qar-
ray2 (Genetix Ltd, Queensway, UK) with a telechem print-
ing head and 16 split pins (Biorobotics, Cambridge, UK),
and with a 4 x 4 configuration. As a control, ArrayControl
Sense Oligo Spots (spikes) (Ambion Inc., Austin, TX,
USA) were included. After printing, the slides were dried
at room temperature and the spotted cDNA were cross-
linked to the slide surface by UV irradiation at 300 mJ/
cm2.
For cDNA microarray 2, 4041 cDNA clones from the
four SSH libraries described above were randomly selected
and cDNAs inserts were amplified by PCR using Nested
PCR primers 1 and 2R included in the PCR-select cDNA
subtraction kit (Clontech, Palo Alto, CA, USA). PCR-
amplified cDNA were purified and spotted in duplicate as
described above.
Microarray hybridization, scanning and data acquisition
Dye labeled aRNA was synthesized with the Amino allyl
MessageAmp II aRNA amplification kit (Ambion Inc.,
Austin, TX, USA). Prehybridization, hybridization, and
posthybridization washes were carried out using Pronto!™
Universal Hybridization Kit (Corning Inc.) in a HS 400 Pro
hybridization station (Tecan Trading AG, Switzerland).
Five micrograms of each of the labeled aRNA targets was
added to the hybridization solution and denatured at 95 °C
for 5 min. The slides were hybridized for 16 h at 42 °C.
Hybridized slides were scanned with 5 μm resolution, and
signal intensities were detected with a Q-Scan scanner
(Genetix).
Microarray data analysis
Four dual-target hybridizations were performed using labeled
aRNA targets from Cx and Ox samples from different indi-
vidual pine trees (T1-05, T2-05, T3-05 and T4-05), including
two dye-swap experiments. Since every slide was printed
with two full replicates of the microarray, each microarray
data set consisted of four dye-balanced hybridizations for
each type of xylem in duplicate. Spots flagged below 0 using
GenePix v6.0 software (Axon Instruments) and those with
signal intensities that did not surpass 2X the background sig-
nal in both channels were discarded. Background correction
was performed with the “normexp” method of the limma li-
brary. The M value was defined as the base two logarithm of
every expression ratio, computed as the ratio between the
background-corrected foreground intensities of the Cy3 and
Cy5 channels. Raw expression data were normalized for all
sources of systematic variation with the print-tip loess [61],
using the common assumption of considering the whole
microarray expression as invariant. Scaling between arrays
was not needed. Gene significance was then estimated using
a robust linear model corrected by a moderated t-test (em-
pirical Bayes) [62]. The multi-testing effect was corrected
adjusting p-values by the Benjamini and Hochberg method
[63]. A gene was considered significantly up- or down-
regulated if it met these two criteria: (1) adjusted p≤0.001;
and (2) fold change≥1.5. The Biobase v 2.0.1 of the Biocon-
ductor package [64] was installed under R version 2.7.1 for
all statistical analysis, mainly the limma v 2.14.5 [65] and
marray v 1.18.0 libraries (http://www.bioconductor.org/
packages/release/bioc/html/marray.html). The outputs of
microarray analyses carried out in this study are available at
Gene Expression Omnibus data repository (GEO accession
numbers GSE37678 and GSE37736). All data are MIAME
compliant.
Sequencing and sequence analysis
A total of 12,134 plasmid clones from the composite
cDNA library were sequenced by single pass from the
5´-end with the T3 primer, which rendered 8429 ESTs.
These sequences were pre-processed and assembled into
unigenes before proceeding to functional annotation as
described elsewhere [32]. Sequencing of cDNA clones
from the SSH libraries from genes that were differen-
tially expressed in Cx and Ox according to microarray 2
data were carried out using M13 forward, SP6 or T7 pri-
mers. Vector and adapter sequences were deleted using
SeqTrim [66]. Sequences with an internal RsaI site were
discarded and not considered for contig assembly, as
they were supposed to contain fusions of two cDNA
fragments. All the sequences were deposited in the
EMBL Nucleotide Sequence Database (accession num-
bers are listed in Additional file 3).
Contigs were established using CAP3 [67]. Non-
redundant cDNA sequences after EST assembly were anno-
tated by BLASTX at GenBank and classified into functional
groups using data reported in the literature and MIPS func-
tional catalogue [68]. Only BLASTX hits with E-
values≤1x10-10 and a minimum of 50% similarity were
selected for annotation. Sequences showing weak similarity
(E-value> 1x10-10) and those without significant similarity
were compared by BLASTN algorithm with the Pine Gene
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Index database (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-
bin/tgi/gimain.pl?gudb=pine). The resulting pine tentative
contigs (TCs) or pine ESTs, which shared more than 90%
of identity with each query sequence, were used as new
queries for BLASTX at GenBank.
Northern blot analysis
Seven micrograms of total RNA from Cx or Ox were
analyzed by Northern blot as previously described [69].
32P labeled probes of selected genes were produced with
the High Prime System (Roche Diagnostics). Prehybridi-
zations and hybridizations were performed at 65 °C.
Hybridized membranes were washed with 1X SSC, 0.1%
SDS and 0,1X SSC, 0.1% SDS at 65 °C.
Real-time quantitative PCR analysis (qRT-PCR)
RNA samples were treated with RNase-Free rDNase to
eliminate genomic DNA contamination and then puri-
fied using NucleoSpin RNA clean-up (Macherey-Nagel,
Dürem, Germany). The quality of the treated RNA was
checked by both gel electrophoresis and spectrophotom-
etry. Reverse transcription using 1 μg of total RNA was
carried out with iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad
Laboratories, CA, USA).
Sense and antisense primers were designed for the spe-
cific amplification of selected genes. The sequences of the
primers are shown in Additional file 5. PCR reactions
were performed in a Stratagene MxPro 3000P Real-Time
PCR System (Stratagene). Reactions were performed in 25
μL containing Quantimix easy master mix (Quantimix
Easy SYG kit, BioTools B&M Labs, S.A., Madrid, Spain),
0.4 μM of each primer and 10 ng of cDNA (RNA equiva-
lent). PCRs were performed by incubation 2 min at 95 °C
followed by 40 cycles of 30 s at 95 °C, 30 s at specific
annealing temperature and 15 s at 72 °C. Fluorescence
was measured at the end of each extension step. Three
technical replicates were analyzed for each sample. The
specificity of each amplification reaction was verified by
melting point analysis at the end of each experiment, and
during protocol development by gel electrophoresis. In
every assay negative controls were included with RNA not
reverse transcribed from the different analyzed samples or
without template to rule out contaminations due to
remaining genomic DNA or sample manipulations.
The values of amplification efficiency, Ct and initial fluor-
escence (R0) for every reaction were calculated with the
Miner algorithm [70]. Relative expression levels were
obtained from the ratio between R0 of the target gene and a
normalization factor. To determine the normalization factor,
the relative transcript abundances of five genes with fold
change value of 1 in the microarray analyses were also deter-
mined by qRT-PCR (see Additional file 5 for primer
sequences) and analyzed with the geNorm algorithm [71] to
select the combination of more stable genes in every
experiment. For Cx versus Ox comparison the geometric
mean of R0 obtained for ribosomal protein L34 and actin
was used. For the analysis of relative transcript abundance
during in vitro development of tracheids the geometric mean
of R0 values for the genes encoding 40 S ribosomal protein
S27, Ubi-like protein and elongation factor 1α was used.
Additional file
Additional file 1: Relative expression values obtained with the
analysis of microarray 1 and statistical significance. Spots flagged as
bad, not found or absent and those with a signal intensity that did not
surpass 2X their background signal were discarded. The relative
expression level is expressed as the binary logarithm of the Ox/Cx
expression ratio (log2 Fold Change). For each probe the values for the
moderated t-statistic (t), associated p-value (P-value) and the associated
p-value after adjustment for multiple testing (Adjusted P-value) are
shown.
Additional file 2: Relative expression values obtained with the
analysis of microarray 2 and statistical significance.
Additional file 3: Sequences of annotated EST and contigs of genes
differentially expressed during compression and opposite wood
formation. The sequence with the higher match score in the GeneBank
(GeneBank match) together with the BlastX outcome values (eValue,
Score, Positives) or the Pine Gene Index database (PGI tentative contig)
are included. Values of relative expression (log2 Fold Change (Ox/Cx))
according to microarray analysis and statistical significance are also
shown.
Additional file 4: Relative transcript abundance of genes involved
in S-adenosylmethionine metabolism in Cx and Ox. Values for
normalized relative abundance ± SE used to construct Figure 6.
Additional file 5: Sequences of primers used in qRT-PCR.
Additional file 6: Relative transcript abundance of the reference
genes encoding ribosomal protein L34 and actin in the RNA
samples from Cx (black bars) and Ox (grey bars). Values are means ±
SE of three independent replicates.
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